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RESUMO

A obesidade é uma das doengas mais estudadas no mundo, tendo em vista seu crescente
aumento e envolvimento em varias comorbidades. Nesse contexto, o presente trabalho visa
avaliar a substancia epigalocatequina-3-galato (EGCG), a catequina mais ativa da planta
Camellia sinensis, no emagrecimento de ratos apds inducdo de obesidade com dieta
ocidentalizada, assim como comparar seu efeito com o da sibutramina. O estudo foi realizado
através de método experimental comparativo controlado, desenvolvido no biotério de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, no periodo de fevereiro de 2015 a janeiro
de 2016. Para tal, foram utilizados 32 ratos Wistar machos, procedentes de cria habitual e
manipulada, para compor quatro grupos de oito ratos, a saber: grupo controle salina (CSAL)
grupo controle, proveniente de cria habitual, que fez uso da dieta Presence® e foi tratado com
NaCl 0,9%; grupo ocidentalizado salina (OSAL), obeso, cria reduzida, alimentado com dieta
ocidentalizada e tratado com NaCl 0,9%; grupo ocidentalizado sibutramina (OSIB), obeso,
cria reduzida, alimentado com dieta ocidentalizada e tratado com sibutramina 7,5 mg/Kg e o
grupo ocidentalizado epigalocatequina-3-galato (OEGCG), obeso, cria reduzida, alimentado
com dieta ocidentalizada e tratado com EGCG 50mg/Kg/dia. Ao atingir o fenotipo obeso e
findar oito dias de tratamento, foram observados dados murinometricos, consumo alimentar,
exames hematologicos e histoldgicos de figado, rins e coracdo. Os resultados obtidos
mostraram que 0s grupos OSIB e OEGCG apresentaram importante queda no consumo
alimentar e peso corporal. O trabalho mostrou que a EGCG ndo apresentou toxicidade para 0s
animais e foi capaz de reduzir significativamente o peso dos ratos obesos com intensidade
comparavel a da sibutramina, além de prevenir ou promover regressdo de esteatose hepatica e
esteato hepatite.

Palavras-chave: Cha verde. Camellia sinensis. Dieta hiperlipidica. Sobrepeso.



ABSTRACT

Obesity is one of the most studied diseases in the world, given its increasing involvement in
various comorbidities. In this context, this study aims to evaluate the epigallocatechin-3-
gallate (EGCG), Camellia sinensis’s most active catechin, in weight loss of rats after an
obesity induction with occidentalized diet, as well as to compare its effect with sibutramine’s.
The study was made through a controlled comparative experimental method, developed at the
nutrition vivarium of the Federal University of Pernambuco, between February 2015 and
January 2016. For that matter, 32 male Wistar mice were used, coming from a manipulated
and standard spawn, to compose four groups of eight mice, namely: saline control group
(CSAL), coming from a standard spawn, which made use of Presence® diet and was treated
with NaCl 0.9%; saline occidentalized group (OSAL), obese, fed with westernized diet and
treated with NaCl 0.9%; sibutramine occidentalized group (OSIB), reduced spawn, fed with
occidentalized diet and treated with sibutramine 7.5 mg/Kg; and epigallocatechin-3-gallate
occidentalized group (OEGCG), reduced spawn, fed with occidentalized diet and treated with
EGCG 50 mg/Kg/day. Upon reaching the obese phenotype and completing eight days of
treatment, murinometric data, food consumption, hematological and histological tests of liver,
kidney and heart were observed. The results reported that groups OSIB and OEGCG
demonstrated significant decrease in food consumption and weight. A biochemical and
histological evaluation of the animals showed no toxicity of the drugs, after the treatment
period. The study found that EGCG showed no toxicity in animals and that it was able to
significantly reduce the weight of obese mice with intensity comparable to sibutramine’s, as
well as to prevent or promote regression of hepatic steatosis and steatohepatitis.

Keywords: Green tea. Camellia sinensis. Fat diet. Overweight.
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1.  APRESENTACAO

1.1.  Caracterizagdo do problema

A prevaléncia de obesidade vem aumentando consideravelmente, tanto em paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento constituindo, assim, um importante
desafio para a saude publica (NISSEN et al., 2012). Segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), em seu relatdrio de estatisticas mundiais de salde, a obesidade é causa de
morte de 2,8 milhdes de pessoas por ano por doencas associadas. Ainda em referéncia ao
mesmo relatério, em todas as regies do mundo, a obesidade duplicou seu quantitativo no
periodo de 1980 a 2008. Uma concentracdo maior de obesos se encontra na América do
Norte, abrangendo em torno de 26% da popula¢édo (ABESO, 2012).

Convive-se com dados alarmantes de morbimortalidade por doengas relacionadas ao
excesso de peso, chegando esta a dois tercos de todos os 6bitos no mundo (ABESO, 2012). A
obesidade e 0 sobrepeso aumentaram tanto em adultos como em criangas, segundo pesquisas
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011).

Inquéritos realizados pelo IBGE, no periodo de 1989 a 2009, demonstraram um
crescimento impactante do nimero de obesos na populacdo brasileira. No Brasil, através da
Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) de 2008-2009, realizada em parceria com o IBGE, foi
observado que 50% dos homens e 48% das mulheres apresentavam excesso de peso, sendo
encontrada obesidade em 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres (IBGE, 2011).

Existem algumas linhas de tratamento para a obesidade, entretanto, com pouca
efetividade, tendo em vista que grande parte dos medicamentos usados para controle da
enfermidade foi retirada de comercializacao, tais como as drogas derivadas das anfetaminas
(femproporex, anfepramona e manzidol), que tiveram seus registros suspensos pela Agéncia
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ABESO, 2011), devido a preocupantes efeitos colaterais
relacionados, principalmente, ao coracdo e pulmdo (ANVISA, 2014). Apesar disso, ainda
permanece a comercializacdo da sibutramina, mas com sérias restricdes. Sendo uma doenca
crbnica, progressiva, com comportamento recidivante e associada a fatores genéticos,
neuroendocrinos, ambientais, psicolégicos e sociais, a obesidade torna-se muito dificil de ser
controlada permanentemente (NISSEN et al., 2012).

Um tratamento ndo medicamentoso muito procurado pela populacdo, para aqueles
com pesos extremos, é a cirurgia bariatrica e suas variantes. Segundo a Sociedade Brasileira

de Cirurgia Bariatrica e Metabologia (SBCBM), a referida cirurgia tem crescido muito,
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chegando a triplicar nos ultimos cinco anos no Brasil, sendo esse 0 segundo pais que mais
realiza esse tipo de cirurgia atualmente (SBCBM, 2011).

Mesmo com avangos das intervencOes e tentativas de varias dietas modificadas,
observa-se a obesidade vencendo varios obstaculos e permanecendo imponente. Assim,
muitos estudos tém investido em pesquisas de alimentos, produtos alimenticios e outros
compostos que possam fazer parte do dia a dia das pessoas, que sejam de facil acesso e
efetivos na reducdo ou manutencdo do peso adequado. Muitos estudos epidemiol6gicos tém
demonstrado que alguns tipos de alimentos podem reduzir risco de doencas cronicas nédo
transmissiveis (DCNT) (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010).

Nesse contexto, vale salientar a existéncia de uma planta nativa do sul da Asia,
pertencente a cultura chinesa e usada ha mais de cinco mil anos nesse pais, denominada
Camellia sinensis, cujo chd parece possuir muitas propriedades anti-inflamatorias,
anticancerigenas (FREITAS; NAVARRO, 2007; SUEOKA et al., 2001) e antiobesidade
(FREITAS; NAVARRO, 2007; LIN; LIN-SHIAU, 2006), alem de sua principal acéo
antioxidante (LUIS; ALLER, 2008; COOPER; MORRE; MORRE, 2005; BALENTINE;
WISEMAN; BOUWENS, 1997).

O presente estudo visa colaborar no entendimento do uso da Camellia sinensis como
aliada no tratamento da obesidade. Para isso, utilizamos o bioativo mais importante da planta
que ¢ a epigalocatequinagalato (EGCG), que serd comparada com a sibutramina, droga ja bem

estabelecida em sua indicacao.
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1.2. Justificativa

A obesidade se tornou um grave problema de satde publica mundial e vem crescendo
muito nas Ultimas décadas. O cenario € preocupante, tendo em vista 0 grande numero de
condi¢des mdrbidas indexadas ao processo de ganho de peso. O tecido adiposo é um érgéo
dindmico e reativo que secreta varios fatores que interferem no metabolismo de regulacédo
energética, atividade inflamatdria e imunoldgica. O crescente interesse em encontrar alguma
substancia que consiga controlar a progresséo da obesidade e suas consequéncias levou a uma
maior concentracédo de esforcos para entender melhor os alimentos funcionais.

Assim, o cha verde, com baixo custo e de facil acessibilidade, vem se tornando alvo de
grandes estudos na atualidade, ja sendo de uso corrente em muitos paises, principalmente sul-
asiaticos. Medicamentos disponiveis para o uso atual, como a sibutramina, que é uma droga
antiobesidade ja bem estabelecida, tém mostrado grande numero de efeitos colaterais,
principalmente com uso prolongado, tais como: aumento da pressdo arterial, aumento da
frequéncia cardiaca, enfarte do miocardico, acidente vascular cerebral, disturbios do sono,
amnesia, insbnia, entre outros. Com uso crénico, apresenta frequente ocorréncia de
taquifilaxia (tolerancia) (ARAUJO; MARTEL, 2012).

Provavelmente, ainda ndo ha estudos comparativos da sibutramina com a Camellia
sinensis nem com seus componentes bioativos (ndo foram encontrados durante o presente
estudo). A epigalocatequina-3-galato, por ser a substancia de maior valor biolégico da planta
e por largas referéncias na literatura quanto a sua propriedade antiobesidade (HUNG et al,
2005) (NAGAO et al, 2005), se prestaria ao presente estudo comparativo com droga de acio

antiobesidade comprovada.



19

1.3. HipoOteses

+ O uso da epigalocatequina-3-galato promove emagrecimento em ratos obesos, com a
mesma intensidade que a sibutramina, mas sem causar efeitos toxicos.

+ O modelo proposto de obesidade, idealizado no presente estudo, com o intuito de
conseguir sobrepeso precoce nos ratos, antes mesmo do terceiro més de vida, é
atingido com a manipulagédo da cria (cria reduzida), dieta ocidentalizada variada e

suplementada com sacarose.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo geral:

» Verificar o efeito da epigalocatequina-3-galato na redugéo de peso em rato obesos e

compara-la a sibutramina.

1.4.2. Objetivos especificos:

» Observar o efeito da ninhada manipulada (ninhada reduzida) e dieta ocidentalizada
suplementada com solucdo de sacarose a 10% em promover obesidade em curto periodo
de tempo.

» Comparar 0 consumo alimentar, peso e dados murinométricos antes e ap0s 0 uso das
drogas sibutramina e EGCG.

» Verificar, bioguimica e histologicamente, ocorréncia de efeitos toxicos cardiaco, hepatico

e renal com o uso das duas substancias.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Camellia sinensis:
2.1.1. Origem e importancia

A Camellia sinensis pertencente a familia Theaceae, género Camellia, e é amplamente
cultivada no sul da Asia, em varios paises como China, india, Japdo, Tailandia, Sri Lanka e
Indonésia (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010), sendo bastante utilizada na
elaboracdo de chas. A C. sinensis, durante seu crescimento, pode atingir cerca de quatro
metros de altura e formar arbustos, que sdo podados durante cultivo (FERRARA;
MONTESANO; SANATORE, 2001) (Figura 1). Originario da Asia, a Camellia sinensis vem
sendo utilizada na China ha mais de cinco mil anos, sendo esse pais o seu principal produto de
chés. E a segunda bebida mais consumida no mundo, perdendo apenas para a agua (SENGER;
SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010).

Figura 1- Camellia sinensis (folhas)

Fonte: Site: Flora of North America.

Durante muitos séculos até os dias atuais, o cha vem sendo considerado pelos orientais
uma bebida com propriedades medicinais. O cha verde, uma das quatro variedades do cha
originado da espécie Camellia sinensis, ao contrario do cha preto, ndo realiza o processo de
fermentacdo. O cha oolong, outra variedade do cha dessa planta, sofre leve fermentacdo
(SIMOES et al., 2001). Suas flores crescem curtamente pediculadas num cacho e sdo usadas
para ornamentacdo. De suas sementes, pode ser retirado o éleo de camélia, que é comestivel e
também utilizado com finalidades cosméticas (SIMOES et al., 2003).

As investigacdes em populacdes asidticas demonstram que o consumo diario do cha
verde pode estar associado & diminui¢cdo dos riscos para doengas cardiovasculares. A

medicina chinesa tradicional recomenda o consumo do cha, pois o considera uma bebida
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benéfica a salde, devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-
hipertensivas (BLOCK; PATTERSON; SUBAR, 1992), antidiabéticas e, ainda,
antimutagénicas (SIMOES et al., 2003).

O ché verde, devido ao seu preparo, inibindo enzimas que degradam os polifendis
(TANAKA; MATSOU; KOUNO, 2010), possui maior quantidade de catequinas que outras
variedades de chéas derivados da Camellia sinensis. Existem no cha grandes quantidades de
polifendis, principalmente as catequinas, que sdo potentes substancias antioxidantes. O extrato
da folha seca da Camellia sinensis tem como principal componente bioativo a
epigalocatequina-3- galato (EGCC), que seria responsavel pelas acdes benéficas do cha. Com
finalidade de emagrecimento, deve ser consumida diariamente (HAN et al.,2004).

Recentes estudos em humanos sugerem que o cha verde pode contribuir para a reducéo
do risco de alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares, emagrecimento e, ainda, teria
papel na protecdo contra os raios ultravioletas e manutencdo da densidade mineral dssea,
dentre outras (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010).

O uso do cha vem crescendo nos ultimos anos. Hoje, é amplamente utilizado no
mundo, chegando-se a um consumo mundial per capita de 120 ml/dia, perdendo apenas para
a agua (LAMARAO; FIALHO, 2009).

O crescente interesse em seus beneficios levou a inclusdo do cha verde ao grupo de
bebidas com propriedades funcionais. Alimentos funcionais sdo entendidos como aqueles que,
além de atuarem como alimento, com qualidades nutricionais, possuem também a propriedade
de reduzir riscos de ocorréncia de algumas doencas cronicas (PIMENTEL; FRANCKI;
GOLLUCKE, 2005). Entretanto, ndo se pode esquecer que o cha verde pode apresentar
efeitos adversos a saude (CRUZ et al., 2010), como, por exemplo, a hepatotoxicidade,
taquicardia e ins6nia (SENGER; SCHWAANKE; GOTTLIEB, 2010). A literatura ndo traz
muitos estudos relacionados ao uso da Camellia sinensis no tratamento da obesidade,
principalmente no que diz respeito a dose ideal e ao tempo de uso. Além disso, ndo ha estudos

comparativos com outras drogas antiobesidade.

2.1.2. Composicdo do cha verde

Na composicdo do chd verde, encontramos diversas substancias, como o0s
flavondides, pigmentos, cafeina, carboidratos, aminoacidos, alguns micronutrientes, como as
vitaminas B, C, E e sais minerais como célcio, magnésio, zinco, potassio e ferro (SENGER;
SCHWANKE; GOTTLIEB,2010). Os flavondides fazem parte de uma classe de compostos
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polifendlicos produzidos por plantas originarias da via dos fenilpropandides (DORNAS et al,
2007). Os principais flavonoides contidos no ché sdo as catequinas (OYAMA, 2011). Existem
quatro principais tipos de catequinas, que sdo a epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC),
epicatequina galato (ECG) e a epigalocatequina galato (EGCG), sendo essa Ultima a mais
abundante encontrada nas folhas da planta (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010)
(Figura 2). S8o essas substancias as responsaveis pelas agdes antioxidantes do chéa
(CARRATU; SANZANI, 2005). Os potenciais beneficios desses alimentos seriam a reducéo
do risco de desenvolvimento das doencas cronicas ndo transmissiveis, tais como doencas
cardiovasculares, obesidade e disturbios metabolicos (HAN et al., 2004).

Figura 2- Representacdo molecular das catequinas mais abundantes no cha verde.

OH

OH

OH

OH
(~)-~Epicatequina(EC)

'DH
”“@C:(
(-)- Epicatequma-H-gaIatn{ECG} (-)- Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

Fonte: Disponivel em: < http//www.catequinas.weebly.com>. Acesso em:13/10/2015.

Estudos mostram que os flavondides (catequinas) sdo 0s responsaveis pelas
propriedades funcionais do chd no organismo. A quantidade de catequinas presentes no cha
verde € aproximadamente de 26,7%, distribuidas nas concentracdes: 11% de EGCG, 10% de
EGC, 2% de ECG, 2,5% e 15% de polifendis ainda ndo identificados (SCHMITZ et al., 2005)
(fig. 2). A EGCG ¢ a que possui maior atividade antioxidante, responsavel pela acdo benéfica
do cha (HASLER, 2002).

As catequinas sdo formadas estruturalmente por um ndGcleo triciclico, os quais

apresentam radicais hidroxilas ligadas aos seus anéis (SCHMITZ et al, 2005). No cha verde ja
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foram identificadas cerca de doze catequinas, porém é a epigalocatequina-3-galato a que esta
em quantidades maiores e a responsabilizada por efeitos benéficos como hipocolesterolemia,
reducdo de estresse oxidativo, atividade antimutagénica, antitumoral e hipoglicemiante
(OYAMA, 2011).

2.1.3. Definicao e preparo do cha

Segundo a ANVISA, em Resolugéo de Diretoria Colegiada (RDC), n ° 277,2005, os
chas sdo definidos como:

“o produto constituido de uma ou mais partes de espécie(s) vegetal (is)
inteira(s), fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem fermentacdo, tostada(s)
ou ndo, constantes de Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o
Preparo de Chas. O produto pode ser adicionado de aroma e ou especiaria
para conferir aroma e ou sabor”. “O produto deve ser designado de "Cha",
seguido do nome comum da espécie vegetal utilizada, podendo ser acrescido
do processo de obtencédo e ou caracteristica especifica. Podem ser utilizadas
denominages consagradas pelo uso” (ANVISA, 2005).

A preparacdo do cha é feita, tradicionalmente, por infusdo, com adicdo de agua
fervente a planta e abafado por dois a trés minutos, ou por decoccéo por fervura da planta por
dois a cinco minutos (ANVISA, 2005). Nem todas as espécies de plantas e nem todas as
partes da planta podem ser utilizadas para o preparo do cha. As espécies vegetais e suas partes
permitidas para esse fim estdo estabelecidas na RDC (ANVISA, 2005).

Um tipico preparo do cha seria usando um grama de folhas para 100 ml de agua por
trés minutos de fervura. Nessas proporc¢des teriamos cerca de 35 a 45 mg de catequinas para
100ml do cha (SENGER; SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010) (HASLER, 2002).

E importante chamar a atencdo para o fato de que, até 0 momento, nio se tem uma
precisdo a respeito de dose, preparo e tempo de uso necessario para que o chd cumpra suas
funcbes e se obtenha um bom efeito de seus componentes bioativos (CABRERA,
ARTACHO; GIMENEZ, 2006). Entretanto, segundo proposta da American Dietetic
Association (1999), o uso de quatro a seis Xicaras ao dia seria importante para reducdo de
risco de doengas como alguns canceres gastrointestinais (WEISBURGER,1999).

O cha verde facilita a digestdo dos alimentos e diminui ndo s6 o nivel de lipideos no
sangue como também a gordura corporal, por isso é usado por pessoas que desejam reduzir o
peso (HAN et al., 2004). Segundo Vinson e Dabbagh (1998), as catequinas contidas no cha
impediriam a hipertrigliceridemia pds-prandial, provavelmente por reduzir a capacidade de
absorc¢do dos triglicerideos, aumentando, assim, sua excre¢do a nivel intestinal por inibir a

lipase pancredtica. A absorcédo de colesterol também seria reduzida pelas catequinas (LOEST;
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NOH; KOO, 2002). Tambem existem evidéncias de que a redugdo do apetite ocorra por
mecanismos de interacdo entre as catequinas da Camellia sinensis e os receptores de leptina,
com consequente aumento da saciedade alimentar (DULLOO et al, 2000; KAO; HIIPAKKA,;
L1AO,2000).

2.1.4. Efeitos adversos atribuidos ao ché verde

Alguns efeitos adversos relatados, principalmente com uso prolongado, foram a
hepatotoxicidade, problemas gastrointestinais, insbnia, nervosismo, hipertensdo arterial,
taquicardia, anorexia, entre outros (BARTELS; MILLER, 2003; SENGER; SCHWANKE;
GOTTLIEB, 2010). Segundo 0s mesmos autores, esses efeitos foram atribuidos a presenca da
cafeina contida no cha. Entretanto, segundo Souza (2011); Bjorson e Olson (2007), a
hepatoxicidade geralmente é do tipo hepatocelular e de curso benigno, vista em poucos casos,
provavelmente por se tratar de um meétodo de extragdo das catequinas por preparos
hidroalcoodlicos. Ainda segundo o primeiro autor, a toxicidade pode sofrer influéncia de
doencas hepéticas associadas ao uso de drogas concomitantes. Entretanto, o cha verde até
poderia ter efeito de protecdo hepatica. Segundo observacdes de Schmitz et al. (2009), o uso
de extrato de Camellia sinensis poderia ser usado como hepatoprotetor, mostrando que em
ratos tratados com Dietilnitrosamina (DNT), um reconhecido agente lesivo e cancerigeno
hepatico, ocorreu atenuacdo da lipoperoxidacdo e necrose hepatica provocada por DNT. O
diagnodstico de hepatite, provocadas pelo uso de chas, torna-se dificil, pois muitas vezes os
pacientes sdo assintomaticos ou apresentam sintomas discretos e alteracdes bioquimicas leves
(SOUZA, 2011).

2.1.5. Toxicidade de produtos naturais

Todas as substancias podem ser consideradas toxicas em potencial a depender da dose
e condicOes de exposicdo, mas podem ser seguras se respeitadas as condicGes de tolerancia
abaixo dos niveis considerados seguros (CASTRO, 1993). Além de provar a eficacia, um
fitoterapico tem que possuir estudos toxicoldgicos pré-clinicos. A determinacdo da Dose Letal
50% (DL50), por qualquer via a ser selecionada para administracao, servira de subsidio para a
escolha da Dose Eficaz 50 % (DE50). Os estudos toxicologicos pré-clinicos, de acordo com o
periodo de exposicdo, podem ser dos tipos: agudo, doses repetidas, subcrdnico e cronico
(STASI, 1995).



26

De acordo com a OMS, muitos efeitos das drogas usadas em animais durante estudo
experimental podem ser semelhantes na espécie humana, motivo do largo emprego de testes
farmacoldgicos e toxicoldgicos em animais para determinacdo da eficicia e toxicidade. O
estudo toxicoldgico para os fitoterapicos devera ser feito com igual rigor técnico das drogas
sintéticas ou semissintéticas.

Em relacdo a epigalocatequina-3-galato, substancia purificada da Camellia sinensis,
existe um grande grau de seguranga para seu uso. Estudos indicam que a EGCG tem Dose
oral Letal 50 (DL50) em torno de 2.500,00 mg/kg em ratos (HERBS-TECH, 2011) (Anexo
A).

2.1.6. As catequinas: mecanismos de agéo

As catequinas sdo fitos nutrientes da familia dos polifenois que tém uma forte acéo
antioxidante e sdo encontradas em varios alimentos. Muitos estudos focalizam também suas
propriedades  anti-inflamatéria,  anti-infecciosa,  antiobesidade,  antitumoral e
antienvelhecimento (HAN, 2004). Estudos em ratos, com suplementacdo de catequinas,
mostraram que sdo eficazes em reduzir obesidade, hipercolesterolemia e hiperglicemia,
obtendo queda do colesterol de modo mais significativo que niveis glicémicos (AHMAD et
al., 2015).

Dentre as catequinas do cha verde, a EGCG tem sido proposta como quimiopreventivo
para obesidade, diabetes, cancer e doencas cardiovasculares. Entretanto, pouco se sabe sobre
0 seu mecanismo de acdo no tecido adiposo (HUNG et al, 2005). Alguns estudos indicam que
as catequinas atuam inibindo a acdo da enzima catecol-o-metiltransferase (COMT) levando ao
prolongamento da acdo das catecolaminas nas junc@es sinapticas, acarretando no aumento da
termogénese (CHEN et al., 2005).

Entretanto, Dulloo et al. (2000), descrevem que o papel termogénico das catequinas
pode estar relacionado a associacdo da cafeina no cha. Possivel mecanismo induzido pela
EGCG na adipogénese seria o0 seu envolvimento na via de crescimento celular, que
compreende a proteina quinase ativada por mitdogeno (MAPK), especialmente as quinases
reguladas por sinais extracelulares (ERK1), como aqueles que sdo estimulados por sinais de
crescimento para o tecido adiposo. Foi demonstrado que a EGCG promove inibicdo da ERK1
(LIN; DELLA-FERA; BAYLE, 2005: HUNG et al., 2005). Foi visto também que a EGCG
pode ter um papel na regulacdo de varias enzimas relacionadas ao metabolismo lipidico,

estando envolvidas a acetil Coa carboxilase, acidos graxos sintetase, lipase pancreética, lipase
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gastrica, lipoxantinase (HUNG et al., 2005; LIN; DELLA-FERA; BAYLE, 2005). Wang et
al.,(2013) argumentam que, em estudos utilizando-se células tratadas com polifenois, ocorre
reducdo da variabilidade de adipdcitos e da proliferacdo de pré-adipécitos, favorecendo a
reducdo de triglicerideos, lipélise e inflamagéo, bem como a reducdo de beta-oxidagao.

Friedrich et al (2012) mostraram que os efeitos antiobesidade da EGCG podem ser
explicados por uma diminuigdo na absorcédo intestinal de nutrientes, resultando num aumento
da oxidacédo das gorduras pés-prandial a nivel entérico e reduzindo a incorporacao de lipidios
da dieta nos tecidos.

Nagao et al. (2005) mostraram evidéncias de que 0 emagrecimento seria ndo apenas por
gasto energético, mas também devido a reducdo da ingesta alimentar, que pode acontecer pela
interacdo da EGCG com o receptor de leptina, 0 que aumentaria a saciedade, apesar de ainda

controverso.

2.2. Sibutramina — mecanismos de acao

A sibutramina foi sintetizada em 1980 e utilizada em seres humanos quatro anos
depois. Droga inicialmente usada para depressdo, fora redirecionada para tratamento de
obesidade ap0s observacdo de perda de peso significativa nos usuarios, firmando-se como
saciogénico. Atua farmacologicamente inibindo a recaptacdo de serotonina, noradrenalina e,
em menor grau, da dopamina em juncao sinaptica. Destaca-se, em comparacao com as demais
drogas antiobesidade, por ndo levar a um aumento compensatorio desses neurotransmissores
(SUCAR; SOUGEY; NETO, 2002). A sibutramina aumentaria também a liberacdo de
neuropeptidios anorexigenos e reduziria 0s orexigenos em ndcleos hipotaldamicos. Teria,
ainda, participacdo no aumento do gasto energético pela ativacdo dos receptores Beta 3
adrenérgicos no tecido adiposo (ARAUJO; MARTEL, 2012). Sua administracio em dose
entre 10 e 15mg/dia, associadas a uma dieta hipocaldrica e a atividades fisicas, pode levar a
reducdo de 5-10% da massa corporal (ARAUJO; MARTEL, 2012). Segundo esses mesmos
autores, normalmente observa-se, ao longo do tempo de uso, o chamado fenémeno de
taquifilaxia, em que a substancia reduziria seu poder de bloquear o apetite, levando ao retorno
do peso perdido, uma vez que o cerebro vai se adaptando a nova condicdo imposta pela
medicacdo.

Estudos mostram que a sibutramina pode atuar em disturbios associados tanto a
obesidade como a sindrome de ovarios policisticos, a hipertrofia ventricular esquerda e a

disturbios de compulsdo alimentar e obesidade na infancia; porém, devido a questbes de
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seguranga medicamentosa, tais como hipertensdo arterial, aumento da frequéncia cardiaca
entre outras, seu uso por periodo prolongado fica comprometido (TZIOMALOS; KRASSAS:
TZOTZAS, 2009).

2.3. Obesidade
2.3.1. Definicdo de obesidade e epidemiologia

A obesidade é uma enfermidade muito antiga. No periodo Paleolitico (20.000 a 30.000
anos a.C.), ja havia descricdes e representacdes de formas humanas obesas. O excesso de peso
era muito valorizado e cultuado, tendo em vista que, nessa época, a escassez de alimentos e
consequente fome era uma ameaca constante. Passado o tempo, com a oferta de alimentos
variados e palataveis, as pessoas foram adquirindo habitos alimentares obesogénicos, que,
aliados a reducdo de atividade fisica, desequilibrava o balanco energético, criando, assim, o
fendtipo obeso e suas consequéncias (NASCIMENTO; MOTA; ROCHA, 2014).

Segundo a OMS, a obesidade é definida pelo acumulo de gordura anormal que pode
prejudicar a saude. Esse acumulo de gordura corporal, em geral, tem tendéncia progressiva,
levando a uma série de prejuizos a saude fisica e, por vezes, também a saiude mental. A
etiologia da doenca ainda ndo esta esclarecida; sabemos que existe uma somacéo de fatores
genéticos e ambientais (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004). Ainda, segundo 0s mesmos
autores:

A obesidade é considerada uma doenca integrante do grupo de Doencas
crbénicas Nao-Transmissiveis (DCNT), as quais sdo de dificil conceituacéo,
gerando aspectos polémicos quanto a sua prépria denominagdo, seja como
doencas ndo infecciosas, doengas crénicas degenerativas ou como doencas
crénicas ndo transmissiveis, sendo essa Ultima conceituagdo atualmente mais
utilizada. As DCNT podem ser caracterizadas por doengas com historia
natural prolongada, multiplas fatores de risco complexos, interacdo de
fatores etiolégicos desconhecidos, causa necessaria desconhecida,
especificidade de causa desconhecida, auséncia de participacdo ou
participacdo polémica de microrganismos entre os determinantes, longo
periodo de laténcia, longo curso assintomatico, curso clinico em geral lento,
prolongado e permanente. ManifestacGes clinicas com periodos de remissao
e de exacerbacdo, lesdes celulares irreversiveis e evolucdo para diferentes
graus de incapacidade ou morte (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004).

As DCNT sdo as principais causas de morbimortalidade no mundo. Correspondem a
72% do total de mortes em paises de América Latina (SILVA; COTTA; ROSA, 2013).
Segundo 0s mesmos autores, apesar da gravidade e aumento de sua incidéncia, grande parte
dessas doengas poderia ser evitada com consequente redugdo de sofrimentos e gastos

exorbitantes pelo estado. A OMS, em seu relatorio de estatisticas mundiais de saude, afirma
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que, no continente americano, 26% dos adultos estdo obesos. Em contrapartida, no extremo
oposto, esta o sudoeste da Asia com 3% de obesidade (ABESO, 2012). Ainda baseado no
mesmo relatério, avaliando-se dados de 194 paises, a estatistica aponta que no periodo de
1980 a 2008 a obesidade duplicou, matando quase trés milhdes de pessoas a cada ano por suas
doencas associadas, que sdo muitas vezes negligenciadas (ABESO, 2012).

No Brasil, como na maioria dos paises do mundo, também encontram-se altas taxas de
sobrepeso e obesidade. A Pesquisa do Orgamento Familiar (POF), realizada pelo IBGE em
parceria com o Ministério da Salde, o periodo de 2008 a 2009 aponta para um patamar de
sobrepeso maior que 50% da populacéo adulta masculina e 48% da feminina. Um dado muito
preocupante, segundo a mesma pesquisa, é a prevaléncia muito elevada de sobrepeso,
chegando a 36,6% das criancas na faixa etaria de 5 a 9 anos. Em relacdo a populacdo de
adolescentes, os indices também cresceram, mas um pouco menos que o0s das criangas. Foi
visto que entre os adolescentes o sobrepeso foi maior nas classes sociais mais altas e no sexo
masculino (IBGE, 2010).

A transicdo alimentar vista nos ultimos anos, na qual o consumo de alimentos cada vez
mais refinados, aliado a reducédo de atividade fisica vem, por certo, contribuindo muito para o
aumento na prevaléncia da doenca (FRANCISCHI et al., 2000).

Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), quando se
olha o comportamento da prevaléncia da obesidade, observa-se que ele esta mais concentrado
na populacdo mais pobre e principalmente na regido nordeste e nos grandes centros. Por outro
lado, na regido sudeste, onde ha uma maior concentracdo de renda, ela tende a ser menor
(SBEM, 2014). A obesidade sempre preocupa porque a doenca geralmente vem acompanhada
de morbidades como: hipertensdo arterial, dislipidemias, doencas cardiovasculares, entre
outras (JACKES; TIYO, 2012). A obesidade ndo representa apenas um problema cientifico e
de salde publica. Leva, também, ao envolvimento das industrias de farmacos e alimentos
modificados destinados a essa populacdo, assim como o desenvolvimento de estratégias
governamentais destinadas ao incentivo de atividades fisicas e estimulos a bons habitos de
vida (FRANCISCHI et al., 2000).

2.3.2. Diagnéstico da obesidade

O diagndstico da obesidade pode ser feito primariamente por medidas antropométricas
que podem ser usadas como ferramentas para identificar excesso de gordura. Séo

frequentemente usadas pela sua simplicidade, baixo custo e por ndo terem invasibilidade.
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Dentre as medidas usadas no diagnostico de obesidade, sobressaem o indice de massa
corporal (IMC), perimetro da cintura (PC) e a razdo cintura-estatura (RCE) (PELEGRINI et
al., 2015). O IMC é o indice mundialmente utilizado e leva em conta a massa corporal em Kg
pela estatura em metro quadrado (NOVELLI et al., 2007) (Tabela 1). Esse indice, apesar de
largamente aceito, deixa a desejar, ja que na sua mensuragdo ndo leva em conta outras
variaveis, como idade, sexo, estrutura musculoesquelética, e nem a distribuicdo da gordura
corporal. Outras medidas deverdo ser levadas em conta no diagnostico da obesidade, tais
como medida da prega cutanea tricipital ou analise de bioimpedancia ou espectroscopia
através de raios infravermelhos, que ajudariam nas limitacbes do IMC isoladamente
(JACKES; TIYO, 2012).
Tabela 1- Classificacdo do estado nutricional de acordo com o IMC.

IMC CLASSIFICACAO
<185 Kg/m/? Baixo peso
18,5 - 24,9 Kg/m/? Normal
25,0 — 29,9 Kg/m/? Sobrepeso
30,0 — 34,9 Kg/m/? Obesidade grau |
35,0 — 39,9 Kg/m/2 Obesidade grau Il

40,0 ou > Kg/m/2 Obesidade grau 11l

Fonte: OMS, 1998.
A quantidade de tecido adiposo pode ser medida precisamente por tomografia

computadorizada, densitometria, ressonancia magnética e por método de bioimpedancia. Esse
altimo estima a quantidade de tecido adiposo através da avaliacdo da resisténcia e reatancia a
uma corrente elétrica de baixa frequéncia, tendo como valor de normalidade entre 20% e 30%
para a mulher; 18% e 25% para 0 homem (ADAMS; MURPHY, 2000).

Diversos estudos tém mostrado a importancia para a saude da distribuicdo da gordura
corporal, enaltecendo a associacdo de adiposidade central com o risco de doencas como
diabetes, doencas cardiovasculares e cerebrovasculares. Desta forma, o IMC ndo deveria ser
utilizado isoladamente como medida antropométrica, devendo ser consideradas outras
medidas como PC, RCE, entre outras (MARTINS; MARINHO, 2003).

2.3.3. Etiologia e fisiopatologia da obesidade.

A obesidade é uma doenca cronica com etiologia multifatorial. Diversas causas sao

apontadas como responsaveis pelo excesso de peso: dieta hipercaldrica, estilo de vida
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sedentario, farmacos, fatores genéticos, fatores enddcrinos, transtorno alimentar, entre outros
(JACQUES; TIYO, 2012).

Ha& diversos mecanismos que participam do apetite e ingestdo alimentar, no padréo de
armazenamento do tecido adiposo e no desenvolvimento de resisténcia insulinica. Desde a
descoberta da leptina, foram estudados muitos outros mediadores, como a grelina, a insulina,
a orexina, a colecistocinina e a adiponectina. Nos individuos obesos a leptina se encontra
cinco vezes mais elevada que em magros (CONSIDINI; SINHA; HEIMAN, 1996). As
mulheres tém maiores niveis de leptina que homens (FRIEDMANN; HALAAS, 1998;
ROMEROQO; ZANESCO, 2006). As adipocinas sdo mediadores produzidos pelos adipdcitos e
acredita-se estarem relacionadas com diversas doengas da obesidade (REDINGER, 2007).

A leptina e a grelina atuam juntas na relacdo do apetite. A grelina, produzida pelo
estdbmago vazio, regula o apetite em curto prazo. A leptina, produzida pelos adipocitos,
regula o apetite em longo prazo. Quando a reserva de adipdcitos esta baixa, ocorre aumento
desse mediador, com posterior reducdo de sua producdo comparada ao aumento da massa
gordurosa (FILIER, 2004). No ser humano, o gene da leptina se encontra localizado no
cromossoma 7931, sendo produzida essencialmente pelo tecido adiposo branco
(FRIEDMANN; HALAS, 1998). Embora a grelina e leptina sejam produzidas em tecidos
periféricos, elas vdo atuar no sistema nervoso central a nivel hipotalamico. No hipotalamo
existem sistemas reguladores do apetite, sendo o melanocortina o melhor estudado até o
momento (SANDOVAL; DAVIS, 2003; REDINGER, 2007).

A literatura mostra grandes listas de métodos para o desenvolvimento de obesidade em
animais de experimentacdo, como o uso de medicacdes, manipulacdo genética, ooforectomia,
cirurgias hipofisarias, dietas palataveis e tantos outros (SANTOS et al, 2010). Mudar o
instinto animal, fazendo-o evoluir da fome (caréncia alimentar) para o apetite (desejo

alimentar) ndo é tarefa facil.

2.3.4. Obesidade associada a varias doencas.

A obesidade tem sido apontada como o maior componente da sindrome metabdlica.
Descrita por Reaven em 1988, a sindrome metabolica seria composta por obesidade,
resisténcia a insulina, hipertensdo arterial, diabetes tipo 2 ou intolerancia a glicose,
hiperinsulinemia e dislipidemia (ARANTES, 2006). Todos esses fatores promovem o
aparecimento da aterosclerose e alteracdes vasculares levando ao aumento dos indices de
morbimortalidade no mundo (ARANTES, 2006).
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Ainda segundo Francischi et al. (2000), estdo presentes percentuais de complicacGes
importantes ligados a obesidade:

Comparando com pessoas de peso normal, homens com 20% acima do peso
desejavel tém 20% a mais de chance de morrer por todas as causas; possuem
0 risco duas vezes maior de falecer por diabetes; tém 40% a mais de chance
de desenvolver disfungbes na vesicula biliar e 25% a mais de doengas
coronarianas. Em homens com 40% acima do peso desejavel, a mortalidade
por todas as causas é 55% maior, apresentam 70% a mais de chance de
desenvolver doengas coronarianas, e o risco de morte por diabetes € quatro
vezes maior do que entre pessoas de peso normal (FRANCISCHI et al,
2000).

A obesidade pode levar o individuo a conviver com vérias doengas. Existem
complicacbes para quase todos os sistemas organicos (FRANCISCHI et al., 2000). Os
mecanismos subjacentes a todas essas doencas sdo complexos e podem estar inter-
relacionados. A obesidade acentuada predispe a hipoventilagdo pulmonar, doenca

degenerativa articular, resisténcia a insulina, dislipidemias, tromboses, acidente vascular

cerebral e, provavelmente, a muitos canceres (Tabela 2).

Tabela 2- ComplicacGes da obesidade

Sistemas/ Morbidades

ComplicacGes mais frequentes

Articulares

Cirdrgicas
Crescimento

Cardiovasculares

Cutaneas

Endocrino-metabolicas

Gastrointestinais

Neoplasias

Psicossociais

Respiratérias

Maior predisposicao a artroses, epifisidlise da cabeca femoral, genum valgum,
coxa vara

Aumento do risco cirdrgico

Idade 6ssea avancada, menarca precoce

Hipertensdo arterial hipertrofia cardiaca

Micoses, dermatites, piodermites, acantose

Resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemias, aumento do
corticoide urinario, hiperandrogenismo, sindrome do ovario policistico

Caélculo biliare, hérnia de hiato, abdominais, refluxo gastresofagico, esteatose
hepética, esteatohepatite, hemorroidas

Mais frequentes: endométrio, mama, vesicula biliar, célon/reto, prostata, cervical
uterino

Discriminacdo social e isolamento, afastamento de atividades sociais,
dificuldade de expressar seus sentimentos

Sindrome de hipoventilacdo, apneia do sono, microatelectasias, sindrome de
Pickwicky, asma

Fonte: Adaptado de MELLO; LUFT; MEYER, (2004).

Sdo notorios os resultados benéficos advindos da perda de peso nos individuos,

levando & reducdo da morbidade e mortalidade. A perda de peso esti associada a muitos
beneficios para a saude (Tabela 3) (JUNG, 1997; FRANCISCHI et al.,2000).
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Tabela 3- Beneficios clinicos da diminuigdo de 10 kg no peso

Mortalidade Queda de 20—25% na mortalidade total
Declinio de 30-40% nas mortes por diabetes
40-50% de diminuicdo nas mortes por neoplasias da
Obesidade

Pressdo arterial Queda de 10 mmHg na pressdo arterial
Diminuicdo de 20 mmHg na pressdo diastdlica.

Angina Redugdo nos sintomas de 91%
Aumento de 33% na tolerancia ao esfor¢o

Lipideos Diminuicdo de 10% no colesterol total
Declinio de 15% no LDL-colesterol
Diminuic&o de 30% nos triglicérides circulantes
Aumento de 8% no HDL-colesterol

Redugdo no risco de desenvolver diabetes maior do que 50%
Diminuicdo de 30-50% na glicemia de jejum
Declinio de 15% da hemoglobina glicosilada

Fonte: Modificado de JUNG, 1997.

Diabetes

Muitos estudos advogam que a reducdo de gordura corporal leva a uma grande
melhora na qualidade de vida, pois possibilita reducdo das morbidades. Para conseguir tal
reducdo, faz-se necessario manter o balanco energético negativo, evitando, assim, estoques de
gorduras no organismo (FRANCISCHI et al.,2000).
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3. METODOLOGIA

3.1. Local do estudo

Este estudo foi realizado no Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco, com suporte do Laboratério Central do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco, e nos Laboratorios de Histotecnologia e Microscopia
do Programa de Pds-graduacao em Patologia da UFPE.

3.2. Periodo de referéncia

A parte prética experimental do estudo foi realizada no periodo de fevereiro de 2015 a
janeiro de 2016. Durante esse periodo, foi realizado o preparo das dietas, a inducdo de
sobrepeso em ratos, uso das substancias testes, processamento e analises das amostras
sanguineas e teciduais e, ainda, analises estatisticas dos dados, interpretacdo dos resultados e

redacdo dos manuscritos.

3.3. Tipo de estudo:

O estudo foi realizado através do método experimental comparativo controlado.

3.4. Animais do estudo e delineamento experimental

O uso dos animais do presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEUA/CCB/UFPE) através do processo: 23076.053073/2014-20 (Anexo A), de acordo com
as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal (COBEA) e
Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Foram utilizadas 13 ratas da linhagem Wistar, gestantes, com peso normal, variando
entre 250 a 320g, alimentadas com racdo Presence® e agua ad libitum. Ao nascimento, 57
filhotes (de 2 a 13 por ninhada) foram pesados, separados e manipulados (cria reduzida) no
curso do terceiro dia de vida com vistas a obter obesidade ja no periodo de aleitamento. Para
tal, formaram-se grupos alimentados diferentemente, assim estabelecidos: Grupo Controle
(GC), animais de cria habitual que foram amamentados de modo habitual (uma mae para cada
nove filhotes); e grupo de cria reduzida, com trés filhotes, denominado grupo ocidentalizado
(GO) que, a partir do décimo segundo dia de vida, além do aleitamento em curso, também

passou a receber dieta ocidentalizada. Em uma segunda etapa do trabalho, apos aleitamento,
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s6 foram levados para seguir o estudo, trinta e dois ratos machos, o restante foi retirado, pois
sO serviram para compor o0s dois grupos de crias ja referidas. A escolha por ratos do sexo
masculino na composicdo dos grupos se deveu as variagdes hormonais que costumam
ocorrem no sexo feminino podendo levar a alteracfes de comportamento e habito alimentar
nas diversas fases do seu desenvolvimento. O nimero da amostra trabalhada baseou-se no
planejamento estatistico que foi concebido com base em estudos anteriores, nimeros de
ocorréncias observadas e pelo desenho metodolégico.

Apobs o desmame da prole, aos 21 dias de vida, foram distribuidos em gaiolas com dois
animais e reorganizados em quatro grupos de oito animais cada, de acordo com a alimentacao
e tratamento recebidos, a saber: grupo controle, com dieta Presence® tratado com solucgéo
salina (NaCl 0,9%) (CSAL); grupo com dieta ocidentalizada tratado com solucgéo salina (NaCl
0,9%) (OSAL); grupo com dieta ocidentalizada tratado com sibutramina (OSIB) e grupo com
dieta ocidentalizada tratado com epigalocatequina-3-galato (OEGCG). A dieta ocidentalizada
€ um tipo de dieta hiperlipidica, com baixo teor de fibras, visando obter o sobrepeso nos
animais. No presente trabalho foi tomada como base uma das dietas do departamento de
Nutricdo da UFPE (modificada de CAVALCANTE et al., 2013) (Tabela 7) (Anexo C).

O grupo CSAL. Grupo Controle, com animais de cria habitual, foram amamentados
normalmente (uma mde para cada nove filhotes) e apds o desmame alimentados com racéo
Presence® e agua ad libitum. Apos quatro meses de desmame, receberam adicdo de 2ml de
solucdo salina por gavagem, uma vez ao dia, pela manhd, durante oito dias consecutivos.

Grupo OSAL.: animais provenientes de cria reduzida (uma méae para trés filhotes), que,
alem da amamentacdo em curso, receberam dieta ocidentalizada a partir do 12° dia de
aleitamento. Logo apds o desmame (aos 21 dias), foram alimentados durante quatro dias da
semana com dieta ocidentalizada, trés dias da semana com racdo Presence® e uso de sacarose
al0% na agua de beber ad libitum, durante as cinco primeiras semanas ap6s 0 desmame. Apos
quatro meses de desmame, receberam adicdo de 2ml de solucédo salina por gavagem, uma vez
ao dia, pela manha, durante oito dias consecutivos.

Grupo OSIB: animais provenientes de cria reduzida (uma mde para trés filhotes) que
aléem da amamentacdo em curso, receberam dieta ocidentalizada a partir do 12° dia de
aleitamento. Logo apdés o desmame (aos 21 dias) foram alimentados por quatro dias da
semana com dieta ocidentalizada, trés dias da semana com racdo Presence® e uso de sacarose
al0% na agua de beber ad libitum durante as cinco primeiras semanas ap0s o desmame. Apos
quatro meses de desmame receberam 2 ml de solugdo de sibutramina 7,5 mg/Kg, por

gavagem, uma vez ao dia, pela manhd, durante oito dias consecutivos.
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Grupo OEGCG: animais provenientes de cria reduzida (lumamde para trés filhotes)
que, além da amamentacdo em curso, receberam dieta ocidentalizada a partir do 12° dia de
aleitamento. Logo apds o desmame (aos 21 dias), foram alimentados por quatro dias da
semana com dieta ocidentalizada, trés dias da semana com ragdo Presence® e uso de sacarose
al0% na agua de beber ad libitum, durante as cinco primeiras semanas ap0s o desmame. Apos
quatro meses do desmame, receberam adicdo de 2 ml de solucdo de epigalocatequina-3-
galato na dose de 50mg/Kg/dia, por gavagem, uma vez ao dia, pela manha, durante oito dias
consecutivos (Figura 3).

Durante todo o estudo os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno com
tampa de ago. A temperatura ambiente foi mantida em 22°C (x1°C) e ciclo claro/escuro
invertido de 12 horas (claro: das 20h00 as 08h00). O trabalho com ciclo invertido tem como
objetivo causar menos interferéncia no descanso dos animais (que ocorre no periodo claro do
ciclo), haja vista a grande demanda de estudos no biotério. A umidade relativa do ar e

fotoperiodos e seguiram as recomendacfes do COBEA/CONCEA.

Figura 3- Distribuicdo dos tipos de dieta por grupo de ratos. Padréo de dieta visando
obesidade em curto periodo de tempo.

CRIA HABITUAL n=09 CRIA REDUZIDA n=48
GRUPO CONTROLE GRUPO OCIDENTALIZADO
(Gc) n=09 (Go) n=48
Apds aleitamento Apés 122 dia de vida
(21 dias)
DIETA OCIDENTALIZADA+ -
ALEITAMENTO MANTIDO n=48
DIETA COMERCIAL 0o
®
FURINA Apds aleitamento
(21 dias)

ADICAO DE DIETA OCIDENTALIZADA +
=24 DIETA PRESENCE®+
SOLUCAO DE SACAROSE A 10%

Fonte: Dados da pesquisa.
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Todos os grupos receberam, durante todo o tempo, agua ad libitum e suas dietas sem
restricdes. Findados os quatro meses (pds-desmame) e apds o quadro de obesidade
estabelecida, foi iniciado o uso das drogas (Tabela 4) (Figura 4). Ambas as drogas foram
diluidas em agua potéavel, ministradas uma vez ao dia por gavagem, para assegurar que a
quantidade calculada tenha sido de fato administrada, durante oito dias consecutivos. Quando
da ocorréncia de regurgitacdes de doses, as mesmas foram repetidas pela metade. Os grupos
CSAL e OSAL receberam solugdo fisiologica a 0,9%, também por gavagem e com 0 mesmo

procedimento de repeticdo de metade da quantidade ministrada quando necessario.

Tabela 4- Grupos experimentais de dietas e tratamentos apds periodo de desmame.

GRUPOS DIETA PRESENCE® DIETA PRESENCE® associada a DIETA
EXPERIMENTAIS (apos21°dia) OCIDENTALIZADA e 4gua com sacarose
n=32 TRATAMENTO no 4° més (oito dias)
Controle salina(CSAL) X (7 dias) -- --

**n=08

Ocidentalizada salina (OSAL) X (3 dias) X (4 dias) --

**n=06

Ocidentalizada sibutramina X (3 dias) X (4dias) Sibutramina 7,5mg/kg
(OSIB) **n=06

Ocidentalizada EGCO (EGCG) X (3 dias) X (4dias) EGCG 50mg/kg

**n=06

(*) EGCG: Epigalocatequina-3-galato
(**) O nimero de animais do estudo variou um pouco devido a perda por intercorréncias naturais.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 4- Distribuicdo dos grupos apés o desmame: CSAL.: controle salina; OSAL: Ocidentalizado
salina; OSIB: ocidentalizado sibutramina e OEGCG: ocidentalizado EGCG.

CSAL

GRUPO CONTROLE
(GC)

OSAL

GRUPO OCIDENTALIZADO
GO

OsIB

OEGCG

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao final do estudo e visando a eutanasia, os ratos foram anestesiados com Ketamina
intramuscular em membro inferior (45mg/kg), associada com relaxante muscular Xilazina

(7mg/kg). Apbs constatacdo de arreflexia profunda, os animais foram submetidos a
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laparotomia mediana para retirada de érgdos. Suas mortes foram a efeito apds exsanguinacdo
e pneumotdrax apds abertura do torax.

Dois ratos foram retirados precocemente do estudo por apresentarem quadro de
infeccdo respiratdria e cuténea, no curso do segundo e quarto meses de vida, respectivamente.

As causas das mortes foram diagnosticadas clinicamente por veterinario do biotério.

3.5. Dietas

A dieta Presence®, dieta comercial da empresa Purina®, foi usada nos animais com
cria habitual (com nove filhotes) e também nos grupos obeso trés dias por semana. Possui em
média 239% de proteina, 499% de carboidrato e 4,09% de lipidios, com fornecimento
calorico de 4,07kcal/g (Tabela 5) (Anexo B).

A dieta ocidentalizada foi usada nos grupos de cria reduzida apés o 12° dia de
aleitamento e, posteriormente, nos grupos de obesidade. A dieta hiperlipidica ocidentalizada
utiliza ingredientes purificados/semipurificados industrializados (laboratorio Rhoster Industria
e Comeércio) e alimentos naturais. Foi preparada no Departamento de Nutricdo da UFPE,
produzida para as fases de crescimento e manutencdo do rato com uso conforme a idade do
animal e foram feitas em duas versbes de sabores, com variacbes de seus componentes
palataveis para cada uma delas, mas com preservagdo dos teores nutricionais.

O alimento foi oferecido permutando as duas variedades de sabores semanalmente e
usando sempre a dieta de Purina® por trés dias, entre elas, objetivando manter a avidez pelo
alimento, com fins de preservar seu consumo estimulado. Escolhemos o modelo de “dieta
ocidentalizada” com o intuito de construir um modelo de obesidade que seja comparavel ao
da sociedade atual e, adicionamos a ingesta de sacarose a 10% numa fase precoce da vida dos
ratos, para complementar o habito ocidentalizado tdo visto em criancas e adolescentes, com o
frequente uso de refrigerantes.

As versdes da dieta ocidentalizada, crescimento e manutencdo foram baseadas em
Cavalcante et al, 2013. Na fase de crescimento, esta teve seus valores de proteinas em torno
de 20g%, 179% lipidios e 40g% de carboidratos; a dieta de manutencao situou-se em torno de
15% de proteinas, 17% de lipidios e 50% de carboidratos fornecimento médio de 4,0Kcal/g
(Tabela 6) (Anexo C).
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Tabela 5- Dieta para roedores — Presence®.

Componentes Presence® (9%)
Proteina 23
Carboidrato 49
Lipideos 4,0
Calorias (Kcal/g) 4,07

Fonte: Laboratério - Dieta Presence®- Nutri¢do para animais de laboratério (ANEXO B).

Tabela 6- Dieta hiperlipidica — Composicdo e contribuicdo calérica dos macronutrientes
da dieta ocidentalizada.

Componentes Crescimento (g%0) % - Kcal/g Manutencéo (g%o) - % Kcal/g
Proteina 20,0 - 19% 15,0 - 15%
Carboidratos 40,0 - 44% 50,0 - 50%
Lipidios 17,0-37% 17,0 - 35%
Calorias (Kcal/g) 4,0 4,0

Fonte: Dieta hiperlipidica: CAVALCANTE et al., (2013) (ANEXO C).

3.6. Tratamentos

Epigalocatequina-3-galato (EGCG), a catequina mais ativa da Camellia sinensis,
separada por método de Cromatografia de Alta Eficiéncia (HPLC), p6 branco liofilizado, com
grau de pureza superior a 98%, do laboratorio chinés Aktin Chemicals (Anexo D). A
substancia foi administrada na dose de 50mg/kg/dia, 24 em 24 horas, por gavagem, por 0ito
dias seguidos (8 doses/rato). O manuseio da ECCG foi realizado tentando preservar seus
componentes bioativos antioxidantes, reduzindo a0 maximo a exposicao a luz e oxigénio com
os cuidados de deixa-lo em recipiente de vidro escuro e bem fechado. A substancia foi diluida
em agua potavel, na quantidade de até 2 ml por rato. O preparo foi feito no dia anterior ao uso
e mantida refrigerada até o momento da utilizacdo. A dose escolhida foi respaldada na
literatura, que, no geral, utiliza a via intraperitoneal para a substancia pura. Castro et al
,(2013), utilizaram duas doses mais elevadas de EGCG (150 e 200 mg/Kg), intraperitoneal em
ratos ratos isogénicos Lews.

A droga usada para comparacdo com a EGCG foi o Cloridrato de Sibutramina
Monoidratado, do Laboratério Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A., usada na dose de
7,5mg/kg/dose, 24 em 24 horas, administrados por gavagem, por oito dias consecutivos
(CHOO, 2003).
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3.7. Medidas murinométricas

Dentre as medidas murinométricas, foram avaliados: peso, comprimento nasoanal,

medida da circunferéncia abdominal, circunferéncia toracica e IMC.

3.7.1. Pesagem dos animais

A mensuracdo do peso foi realizada nas crias, ap6s o terceiro dia de vida, com
intervalos de trés em trés dias até o desmame, €, a partir dai, semanalmente. Ap6s o quarto
més de vida pds-desmame, quando do inicio das gavagens, 0s ratos tiveram seus pesos
aferidos diariamente (por oito dias) até o sacrificio. Utilizada balanca digital da marca Kmach,

com capacidade maxima 700g e minima 1g, para aferi¢cdo dos pesos dos ratos.

3.7.2. Comprimento nasoanal, perimetros abdominal e toracico.

Essas medidas foram feitas antes e depois do uso das drogas, ou seja, primeira ao final
do quinto més de vida (quarto do desmame) e segunda feita com animais anestesiados para
eutanasia. Foi utilizado papel milimetrado para registro do comprimento nasoanal e fita

métrica antropometrica (inextensivel) para medidas perimétricas.

3.7.3. Indice de massa corporal (IMC)

indice de adiposidade muito usado em ratos e que guarda relagdo positiva com o
indice de Lee (NERY et al, 2011). Determinado através da relacdo entre peso corporal (g) e 0
quadrado do comprimento nasoanal (cm) (NOVELLI et al., 2007). Calculado ao final do

estudo.

3.8. Consumo alimentar

A mensuracdo do consumo alimentar foi iniciada logo ap6s o desmame e levada a
efeito até o final do estudo. As medidas dos alimentos foram realizadas diariamente e medidas
de liquidos, trés vezes na semana. Avaliados: Consumo de dieta Presence®, dieta
ocidentalizada, agua potavel e &gua com sacarose a 10%. Seus célculos foram obtidos através

da subtracdo das cotas de 4gua e dieta oferecidas anteriormente.
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3.9. Dosagens bioquimicas

Foram realizados exames bioquimicos ap0s a eutanasia, com dosagem no soro de:
Glicemia, ureia, TGO, TGP, creatinina, triglicerideos, fosfatase alcalina, acido Urico,
colesterol total, colesterol HDL, LDL e VLDL (Anexo F). Esses exames foram realizados no
laboratdrio Central do Hospital das Clinicas, através do aparelho AU680 Chemistry Analyzer,
analisador de dosagens bioquimicas que utiliza sistema analitico quimico totalmente
automatizado (Anexo G). As amostras de sangue foram suficientes para todos os exames

preconizados.

3.10. Estudo morfoldgico

Ao final do tratamento e ap0s 12 horas de jejum, os animais foram nestesiados com
Ketamina intramuscular em pata traseira (45mg/kg), associada com Xilazina (7mg/kg).
Determinada arreflexia profunda, e apds a tomada de medidas murinométricas, os ratos foram
levados para laparotomia. Os animais tiveram morte precipitada por exsanguinacdo e
pneumotorax apds abertura do torax. Apos laparotomia mediana foram retirados figado, rins,
coracdo, baco, estbmago, gordura gonadal e retroperitonial. Os espécimes foram lavados com
soro fisiologico a 0,9% e secos rapidamente em papel filtro para, em seguida serem pesados
em balanca eletronica digital, marca Marte (modelo ASF11), com capacidade entre 0,002 e
500g.

Os espécimes foram examinados macroscopicamente e separados: coracao, rins e
figado para o exame histoldgico. Os drgdos foram fixados em formol a 10% tamponado e
mantidos durante 24 horas a temperatura ambiente. A seguir, foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em xilol e processados convencionalmente
para estudo em microscopia de luz, sendo incluidos em parafina. Os cortes foram obtidos na
espessura de aproximadamente 4 pm, corados pela hematoxilina-eosina e tricromico de

Gomori, montados em Entellan, observados e fotografados em Microscopio Olympus BX-50.

3.11. Método de Andlise Estatistica

Os dados foram registrados em planilhas do Excel para analise dos dados
paramétricos: média e desvio padrdo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov Smirnov. Com a finalidade de verificar diferencas nos valores medios e entre 0s
grupos, foi utilizado o teste estatistico, segundo efeito dos fatores testados, one way ou Two-

Way e medidas repetitivas (ANOVA RM), complementado pelo teste de comparagdo maltipla
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de Bonferroni. Teste t de student pareado foi utilizado para verificar diferenca entre 0s grupos
quando cada grupo era controle de si mesmo. Para processamento de dados, foi utilizado o
programa estatistico Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software inc., La Jolla, CA, USA).

Todos os resultados foram considerados significantes com p < 0,05.
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4.1. Artigo original a ser enviado.

REVISTA: ARQUIVOS BRASILEIROS DE ENDOCRINOLOGIA E
METABOLOGIA

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE SIBUTRAMINA E

EPIGALOCATEQUINA-3-GALATO EM RATOS COM OBESIDADE
INDUZIDA POR DIETA.
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ESTUDO COMPARATIVO ENTRE SIBUTRAMINA E
EPIGALOCATEQUINA-3-GALATO EM RATOS COM OBESIDADE
INDUZIDA POR DIETA

A obesidade vem assumindo crescente interesse na comunidade cientifica pela sua alta prevaléncia e
doencas graves envolvidas nesse processo. Objetivo: O estudo visa avaliar o real poder de
emagrecimento da Epigalocatequina-3-galato (EGCG), catequina mais importante da Camellia
sinensis (cha verde), em ratos Wistar obesos, comparando-a com a sibutramina, assim como verificar
possiveis efeitos tdxicos advindo de seu uso. Métodos: Estudo experimental, comparativo,
envolvendo 32 ratos Wistar, procedentes de cria habitual e manipulada, fornecidos pelo biotério de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, alimentados com dieta Presence® e ocidentalizada,
compondo quatro grupos, a saber: Grupo CSAL grupo controle, proveniente de cria habitual, que
fizeram uso da dieta Presence® e tratados com NaCl 0,9%; Grupo OSAL, obeso, cria reduzida,
alimentado com dieta ocidentalizada e tratado com NaCl 0,9%; OSIB, obeso, cria reduzida, com dieta
ocidentalizada e tratado com sibutramina 7,5 mg/Kg, e OEGCG, obeso, cria reduzida, alimentado
com dieta ocidentalizada e tratado com EGCG 50mg/Kg/dia. Resultados: Estudo comparativo
mostrou que ratos obesos tratados por oito dias com EGCG apresentaram reducdo significativa de
consumo alimentar e peso corporal. Avaliacfes bioguimica e histoldgica realizadas ndo mostraram
toxicidade para os animais, e ainda foi visto que o grupo que fez uso da EGCG ndo apresentou
esteatose hepatica nem infiltrado linfocitario, diferentemente dos demais grupos obesos. Concluséo:
O grupo de animais que fez uso da EGCG apresentou reducdo importante no consumo alimentar e
peso e esses foram equiparados a sibutramina. Apresentaram, também, regressao ou protecdo de
esteatose hepatica e esteato hepatite. Nao foi observada toxicidade com a substancia. Concluimos que
a EGCG poderia ser considerada para tratamento de obesidade em humanos, devendo ser realizados,
portanto, mais estudos em humanos, inclusive com doses variadas.

Palavras-chave: Cha verde. Camellia sinensis. Catequinas. Dieta hiperlipidica. Sobrepeso.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ja se constitui uma pandemia, sendo decorrente do desequilibrio entre a
quantidade de energia ingerida e a energia dissipada. O excedente positivo da balanca levaria
a estocagem de gordura sob a forma de tecido adiposo. Sendo uma doenga multifatorial, tem
nos estimulos nutricionais, metabdlicos, neural, comportamental, genéticos ou a associa¢éo
desses a base para geracdo de hipertrofia e hiperplasia das células gordurosas (1).

H& mais de duas décadas, os Estados Unidos vém aumentando sua populacdo de
individuos obesos ou com sobrepeso, chegando atualmente a acometer 2/3 dos americanos. A
obesidade infantil também vem em franco crescimento (2). No Brasil, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatisticas (IBGE) publicou, em 2010, os resultados da pesquisa do Or¢amento
Familiar (FOP), entre os anos de 2008 a 2009, revelando o grande excesso de peso na
populacdo, com aumento de sobrepeso, passando de 18,5% para 50,1%, e obesidade, de
28,7% para 48% (3).

Existem varios tratamentos para a obesidade. Entretanto, por ter um comportamento
crénico e redicivante, com varios fatores associados a sua génese, seu controle permanente se
torna muito fragil (4). Atualmente, ha poucos medicamentos para controle da obesidade,
tendo em vista que as substancias derivadas das anfetaminas (Fenproporex, afepramona e
Mazindol) tiveram sua comercializacdo suspensas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), devido a preocupantes efeitos colaterais relacionados principalmente ao
coracao e ao pulmdo. A Sibutramina também sofreu restricdes em seu uso (5). Um tratamento
muito procurado pelos obesos, em condi¢des extremas de peso, é a cirurgia bariatrica, que,
segundo a Sociedade Brasileira de Cirurgia Bariatrica e Metabdlica (SBCBM), vem se
consolidando a cada ano com um numero cada vez maior de adeptos, sendo o Brasil 0
segundo pais que mais realiza esse tipo de cirurgia (6).

Potenciais agentes terapéuticos, especialmente os com baixa toxicidade, poderiam
apresentar importante impacto no tratamento e prevencdo da obesidade (2). Neste contexto,
vale salientar a existéncia da Camellia sinensis, planta originaria do Sul da Asia e muito
cultivada por paises como China e Japao, cujas folhas jovens, sem processo de fermentacéo,
ddo origem ao cha verde como é conhecido comercialmente (7).

O cha verde, por sua grande quantidade de polifendis, principalmente as catequinas,
em especial a EGCG, possui potente acdo antioxidante, sendo a principal responsavel pelas
acOes benéficas do cha, com possiveis efeitos de emagrecimento (8). Estudos utilizando ratos,

com suplementacdo de catequinas, mostram reducdo de peso, de colesterol e de niveis
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glicémicos (9). Alguns estudos também mostram que as catequinas podem atuar inibindo a
acdo da enzima catecol-o-metiltransferase (COMT), levando a acdo prolongada da
noradrenalina nas juncdes sindpticas e aumentando, assim, a termogénese (10).

A sibutramina, substéncia que foi comparada com a EGCG no presente trabalho, atua
farmacologicamente inibindo a recaptacdo de serotonina, noradrenalina e, em menor grau, a
dopamina, sem, com isso, levar a um aumento compensatorio desses neurotransmissores,
entre outros mecanismos (11).

Diante do exposto, numa tentativa de encontrar uma substancia ou alimento que venha
a controlar o curso dessa devastadora doenca, o presente trabalho pretende avaliar a acédo
antiobesidade da Camellia sinensis a partir de sua principal catequina, a EGCG, em ratos
obesos, avaliando, também, seus feitos toxicos bioguimica e histologicamente. Apesar de
varios trabalhos demonstrarem a importante acdo da EGCG na perda de peso, até o presente
momento, possivelmente, ndo ha& estudos comparativos da EGCG com outra droga

antiobesidade.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.Animais e condic¢des experimentais

O uso dos animais do presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco, de
acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal
(COBEA) e Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA). Processo nimero:
23076.053073/2014-20.

Os ratos foram provenientes da col6nia de criacdo do biotério de nutricdo da UFPE.
Utilizadas 13 ratas da linhagem Wistar, gestante, alimentadas com ragcdo Presence® e agua ad
libitum. Ao nascimento, 57 filhotes (de 2 a 13 por ninhada) foram manipulados (cria reduzida)
no curso do terceiro dia de vida com vistas a obter obesidade ja no periodo de aleitamento.
Foram formados grupos alimentados de formas diferentes, assim estabelecidos: Grupo
Controle (GC), animais de cria habitual | (uma mae para cada nove filhotes) e grupo de cria
reduzida, com trés filhotes, denominado grupo ocidentalizado (GO), que, a partir do décimo
segundo dia de vida, além do aleitamento em curso, também passou a receber dieta
ocidentalizada. Apds o desmame da prole (21 dias), os ratos machos foram assim distribuidos:

Grupo Controle (CSAL), grupo ndo obeso, com animais de cria habitual,

amamentados normalmente (1 mée para cada 9 filhotes) e apds o desmame alimentados com
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racdo Presence® e agua ad libitum. Apds quatro meses de desmame, recebeu, por gavagem,

solucgéo de salina.

Grupo Ocidentalizado, grupo obeso, com animais provenientes de cria reduzida
(1mée para 3 filhotes), que, além da amamentacdo em curso, receberam dieta ocidentalizada a
partir do 12° dia de aleitamento . Logo ap6s o desmame (21 dias), foram alimentados durante
quatro dias da semana com dieta ocidentalizada, trés dias da semana com ragéo Presence® e
uso de solugdo de sacarose a 10%, sendo esta Ultima durante cinco semanas apds o desmame.
Apds quatro meses de desmame, ja estabelecido o quadro de obesidade, os ratos receberam
adicdo de tratamento por gavagem: solucdo salina por gavagem (OSAL), solucdo de
sibutramina 7,5 mg/Kg (OSIB) e solucdo de epigalocatequina-3- galato na dose de
50mg/Kg/dia (OEGCG).

Durante todo o estudo os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno com
tampa de ago. A temperatura ambiente foi mantida em 22°C (x1°C) e ciclo claro/escuro
invertido de 12 horas (claro: das 20h00 as 08h00). Todos os grupos receberam agua ad
libitum e suas dietas sem restricGes. Findados os quatro meses (pos-desmame) e apos o

quadro de obesidade, foi iniciado o uso das drogas.

2.2. Dietas utilizadas

A dieta Presence®, dieta comercial da empresa purina®, foi usada nos animais com
cria habitual (com nove filhotes) e também nos grupos obesos trés dias por semana. Possui em
média 239% de proteina, 499% de carboidrato e 4,09% de lipidios, com fornecimento
calorico de 4,07kcal/g.

A dieta ocidentalizada foi usada nos grupos de cria reduzida apés o 12° dia de
aleitamento e, posteriormente, nos grupos de obesidade. A dieta hiperlipidica ocidentalizada
utiliza ingredientes purificados/semipurificados industrializados (laboratério Rhoster Industria
e Comércio) e alimentos naturais. Foi preparada no Departamento de Nutricdo da UFPE,
produzida para as fases de crescimento e manutencdo do rato (Tabela 6). O alimento foi
oferecido permutando as duas variedades de sabores semanalmente e usando sempre a dieta
de purina por trés dias, com fins de preservar seu consumo estimulado. Houve também uso de
solucdo de sacarose 10%, nos primeiros cinco meses pos-desmame, para mimetizar o uso de

refrigerantes em idade juvenil, tdo comum no habito ocidentalizado.
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2.3. Tratamentos utilizados

Epigalocatequina-3-galato (EGCG), a catequina mais ativa da Camellia sinensis,
separada por método de Cromatografia de Alta Eficiéncia (HPLC), p6 branco liofilizado, com
grau de pureza superior a 98%, do laboratério chinés Aktin Chemicals. A substancia foi
administrada no grupo OEGCG, na dose de 50mg/kg/dia, 24 em 24 horas, por gavagem, por
oito dias seguidos (8 doses/rato), na quantidade de até 2 ml por rato. A dose escolhida foi
respaldada na literatura, que, no geral, utiliza a via intraperitoneal para a substancia pura (12).
A droga usada para comparacdo com a EGCG foi o Cloridrato de Sibutramina Monoidratado,
do Laboratério Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A. Usada pelo grupo OSIB, na dose de
7,5mg/kg/dose, 24 em 24 horas, administrados por gavagem, por oito dias consecutivos. Os
grupos CSAL e OSAL fizeram uso de 2 ml soro fisiologico a 0,9%, também por gavagem.

2.4. Parametros avaliados

Peso dos animais- A mensuracdo do peso corporal foi realizada nas crias, apds o terceiro dia
de vida, com intervalos de trés em trés dias até o desmame, e, a partir dai, semanalmente.
Apos 0 quarto més de vida pds-desmame, quando do inicio das gavagens, os ratos tiveram
seus pesos aferidos diariamente (por oito dias) até o sacrificio. Utilizada balanca digital da
marca Kmach®, com capacidade maxima 700g e minima 1g, para afericdo dos pesos dos

ratos.

Comprimento nasoanal, perimetros abdominal e toracico e IMC- Essas medidas foram
feitas antes e depois do uso das drogas, ou seja, primeira ao final do quinto més de vida
(quarto do desmame) e segunda feita com animais anestesiados para eutanasia. O IMC

também é muito usado em ratos por guardar relacdo positiva com o indice de Lee (13; 14).

Consumo alimentar- A mensura¢do do consumo alimentar foi iniciada logo apds o desmame
e levada a efeito até o final do estudo. As medidas dos alimentos foram realizadas diariamente
e medidas de liquidos, trés vezes na semana. Avaliados: Consumo de dieta Presence®, dieta
ocidentalizada, agua potavel e &gua com sacarose a 10%. Seus célculos foram obtidos através

da subtracdo das cotas de agua e dieta oferecidas anteriormente.

Dosagens bioquimicas- Foram realizados exames bioquimicos apds a eutanasia, com
dosagem no soro de: Glicemia, ureia, TGO, TGP, creatinina, triglicerideos, fosfatase alcalina,

4cido Urico, colesterol total, colesterol HDL, LDL e VVLDL. Esses exames foram realizados no
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laboratorio Central do Hospital das Clinicas- UFPE, através do aparelho AU680 Chemistry
Analyzer, analisador de dosagens bioquimicas que utiliza sistema analitico quimico totalmente

automatizado.

Estudo morfolégico- Ao final do tratamento e apds 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados com Ketamina intramuscular em membro posterior (45mg/kg), associada com
Xilazina (7mg/kg). Foram levados para laparotomia mediana onde foram retirados figado,
rins, coracdo, baco, estbmago, gordura gonadal e retroperitonial. As visceras foram pesadas
em balanca eletronica digital, marca Marte (modelo ASF11), com capacidade entre 0,002 e
500g. Os espécimes foram examinados macroscopicamente e separados: coragao, rins e
figado para o exame histol6gico. Apds procedimentos convencionais de fixacdo, desidratacdo
e diafanizardo, os tecidos foram processados convencionalmente para estudo em microscopia
de luz. Os cortes foram obtidos na espessura de aproximadamente 4 pm, corados pela
hematoxilina-eosina e tricrdomico de Gomori, montados em Entellan e fotografados em

Microscopio Olympus BX-50.
Andlise Estatistica

Os dados foram registrados em planilhas do Excel para analise dos dados
parameétricos: média e desvio padrdo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov Smirnov. Com a finalidade de verificar diferencas nos valores médios e entre 0s
grupos, foi utilizado o teste estatistico, segundo efeito dos fatores testados, One way ou Two-
Way e medidas repetitivas (ANOVA RM), complementado pelo teste de comparacdo maltipla
de Bonferroni. O teste t de student pareado foi realizado para verificar diferencas quando cada
grupo era controle de si proprio. Utilizado o programa estatistico Graphpad Prism 6.0
(GraphPad Software inc., La Jolla, CA, USA). Todos os resultados foram considerados

significantes com p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Estudos murinométricos e exames laboratoriais

A observacao ponderal dos animais, participantes das ninhadas durante aleitamento,
mostrou que, a partir do 15? dia de vida, o grupo da ninhada reduzida mostrou maior peso
corporal e que fora mantido até o fim do aleitamento (Figura 5). Entretanto, o
acompanhamento do peso posteriormente mostrou que, ao longo do primeiro més de vida,

essa diferenca foi reduzida até ficar bem proxima ao grupo controle (Figura 5 e 6).
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Apobs o0 desmame, 0 peso dos ratos foi acompanhado semanalmente até a 182 semana,
sendo observada diferenca de peso significativa apos a 112 semana entre os grupos CSAL e
0s grupos de dieta ocidentalizada (OSAL, OSIB e OEGCG), constituindo, assim, 0 modelo de
obesidade (p<0,05) (Figura 6).

A analise do peso dos animais durante o tratamento de oito dias com sibutramina e
EGCG mostrou que a partir do 5° dia de tratamento ocorreu significante reducdo de peso
entre 0s grupos obesos tratados (OSIB e OEGCG) em relagdo ao controle obeso (OSAL),
levando-os a aproximagdo com o grupo controle ndo obeso (CSAL). N&do se
observoudiferenca entre os dois grupos obesos tratados (OSIB e OEGCG). Calculos de
diferencas de pesos, nos quatros grupos, antes e depois das gavagens mostram diferencas
percentuais significantes de reducgéo de peso entre 0s grupos obesos tratados e os que fizeram
uso de salina (Figura 7) (Tabela7).

Observou-se que o0s perimetros toracicos medidos antes do uso das drogas nao
apresentaram diferengas significantes entre os grupos com dieta ocidentalizada e dieta
Presence® (Figura 8 A). Depois do tratamento, foi observado que o grupo OEGCG
apresentou a medida significativamente menor que OSAL e OSIB (Figura 8 B).

Avaliaces dos perimetros abdominais mostraram que, antes do tratamento, todos 0s
grupos de obesidade (OSAL, OSIB e OEGCG) mostraram perimetros abdominais
significativamente maiores que os do controle ndo obeso (CSAL) (Figura 9 A) e que, depois
de tratados, esse mesmo grupo apresentou medidas menores que 0 grupo controle obeso
(OSAL). Qu seja, os grupos tratados (OSIB e OEGCG) reduziram a medida, equiparando-se
ao controle ndo obeso (CSAL) (Figura 9 B).

As medidas de IMC antes e depois das drogas mostraram que, antes do tratamento, 0s
grupos obesos OSAL, OSIB e OEGCG tinham IMC maior que o grupo controle CSAL
(Figura 10 A), e, depois do tratamento, o grupos OSIB E OEGCG, apresentaram IMC
significativamente menor que o controle obeso OSAL (Figura 10 B).

O consumo de dieta mostrou-se muito irregular durante todo o periodo pds- desmame,
em alguns momentos predominando um grupo sobre o0 outro, mas observa-se nitidamente que
0 grupo CSAL ingeriu maior quantidade de alimentos que os demais (Figura 11A). Durante o
periodo de tratamento, ocorreu queda acentuada no consumo dos animais que fizeram uso de
sibutramina e EGCG em relacdo aos controles salina (CSAL) e os obesos sem drogas
(OSAL). A queda no consumo foi vista logo nos primeiros dias e mantidas até o oitavo dia,

quando fora interrompido o estudo (Figura 11 B e 12). Célculos de variacdo do consumo
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semanal antes e depois do uso das drogas mostram diferencas percentuais significativas
(tabela 2) entre os grupos OSIB e OEGCG, com consumo reduzido.

Exames laboratoriais e peso das visceras dos animais foram expressos em tabelas
(tabelas 3 e 4). Observa-se que ndo houve alteracdes nem na funcdo hepéatica nem renal em
nenhum grupo do estudo e que houve diferenca positiva nas dosagens de triglicerideos e
colesterol VLDL no grupo OEGCG. Em relagdo ao peso das visceras, somente ocorreu
alteracdo significativa em relacdo a gordura gonadal, que se mostrou mais pesada no grupo
EGCG.

3.2. Estudo histoldgico dos espécimes apos tratamento com sibutramina e EGCG

O estudo histologico ndo mostrou diferengas estruturais entre os cortes de coracao e
rins em todos os grupos analisados.

Entretanto, nos animais do grupo CSAL, o figado, apesar de mostrar estrutura hepatica
bem conservada, revelou leve grau de esteatose (Figura 13). Nos animais dos grupos OSIB e
OSAL observou-se maior grau de esteatose que o grupo CSAL e presenca de infiltrado
inflamatdrio entre os cordBes hepaticos e nos espacos portais (Figura 14 e 15). J& no grupo
OEGCG a esteatose mostrou-se pouco evidente, em pequena quantidade, e houve auséncia de
infiltrado inflamatorio (Figura 16).

As observacdes dos espécimes corados com o tricromico de Gomori ndo revelou
alteracdo na organizacdo do tecido estromal, com distribuicdo homogénea na vascularizacéao e

na matriz colagena interlobular.

4. DISCUSSAO

Em animais de experimentacdo, diferentemente da populacdo humana, a génese da
obesidade estd enormemente envolvida com uma variedade de mutagcdes genéticas,
determinando a predominancia dessas sobre os fatores ambientais (15; 16) e dificultando a
obtencdo da obesidade em laboratério. O modelo usado de cria reduzida baseia-se no
principio de que o excesso de oferta alimentar numa fase precoce da vida poderia alterar o
padrdo de consumo habitual e gerar hiperfagia. A cria reduzida devido a hiperalimentacao
também geraria um hiperinsulinismo perinatal. A insulina pode induzir alteraces funcionais
em nucleos hipotalamicos de forma permanente, levando a altera¢cGes no padrdo de resposta
em nivel de receptores de insulina, que podem culminar no aparecimento de obesidade futura

(17). No modelo animal, por imaturidade dos centros hipotalamicos, a ingesta alimentar passa
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a ser regida pela capacitancia do tubo digestivo (13) (18), gerando um maior consumo
calérico. Entretanto, ndo se sabe ao certo se 0 excesso de peso advindo da cria reduzida
poderia ser levado para a idade adulta (13).

Em nosso estudo, observamos o aumento significante de peso a partir do 15° dia de
vida (Figura 1). Houve aumento importante de peso da cria reduzida, que se fez
progressivamente até o final da lactacdo, concordando com muitos trabalhos com cria
reduzida (19). Entretanto, esse ganho passa a ndo mais ocorrer apds desmame das crias
(gréfico 2). Xiao et al. (20), estudando efeitos da superalimentacdo no tecido adiposo no
periodo perinatal de cria normal e manipulada submetida a ambiente frio, encontraram
termogénese menor em gordura marrom dos ratos superalimentados e aventaram a
possibilidade desse padrdo de resposta a termogénese de menor eficiéncia aumentar a
suscetibilidade de ocorréncia de obesidade na idade adulta. Trabalho de Nery et al. (13), com
cria de ratos reduzida levado a efeito (crias controle de dez e crias reduzidas com quatro
filhotes) ndo encontrou persisténcia da obesidade. Esse processo de ndo manutencdo de ganho
peso diferenciado apds o desmame pode se dar pela reducdo na taxa especifica de ganho de
peso ou reducdo na velocidade de ganho de peso com o avancar da idade (13). Outros fatores
podem estar relacionados, como a retirada do alimento em abundancia e idealmente
balanceado, como é o leite materno; adaptacdo a novos alimentos ou ja pela ocorréncia de
maturidade do sistema hipotaldamico; consequente saciedade fisioldgica que passa a ocorrer
com o animal adulto. Mais estudos nessa area seriam de importancia para dirimir essas
duvidas e possiveis mecanismos que podem estar envolvidos.

O acompanhamento das medidas murinométricas demonstrou que, ap6s 0 desmame,
ocorreu ganho de peso nos ratos com as duas dietas. No grupo de dieta ocidentalizada (OSAL,
OSIB e OEGCG), observamos que o ganho de peso em relacdo ao controle (CSAL) foi
significativamente maior a partir da 112 semana, constituindo, assim, o modelo de obesidade
desejado (Figura 6). Em grande parte dos trabalhos, a dieta ocidentalizada, por seu alto teor de
gordura com balanceamento de proteinas (21); (Tabela 6), tem proporcionado ganhos de peso
diferenciados; porém, a heterogeneidade genética existente, levando a importantes alteracGes
de peso nos grupos, tem levado a dificuldades nos trabalhos com esses animais, bem como as
analises estatisticas. No nosso trabalho, alguns ratos apresentaram diferencas de peso
importantes e foram retirados da pesquisa (corte de dois ratos com pesos extremos), para
possibilitar calculos de normalidade estatistica. Deixar valores inconsistentes ocasiona
prejuizo na interpretacdo dos resultados. Em estatistica, € usada a pratica de cortes valores

extremos, também chamados, valores aberrantes (outliers), podendo ser utilizado, para tal, o
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calculo do valor padronizado, pois possibilita enquadrar os dados em até 99,7% de
probabilidade de estarem no méximo até trés desvios padrdo da média, aproximando a curva
de valores para forma de sino e reduzindo, assim, as dispersdes das amostras (22).

Apo6s 0 uso das drogas sibutramina e EGCG por um periodo de oito dias, observamos
que houve diminuicdo importante de peso, igualmente significativa no grupo das drogas
(OSIB e OEGC) em relacdo ao grupo controle obeso (OSAL) (Figura7). Célculos de variacao
percentual de peso depois do uso das drogas mostraram que as redugdes de peso no grupo
OSIB e OEGCG foram da ordem de 12% e 16%, respectivamente (Tabela 7). Ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos das drogas. Estudo de Kao et al
(23) mostrou resultados semelhantes com o uso de EGCG em ratos da raga Sprague Dawley,
magros, com e sem obesidade, que usaram EGCG na dose de 15mg de 2 a 7 dias por via
intraperitoneal. Foi observada extrema perda de peso, com valores proximos a 50% do peso
inicial, e queda no consumo alimentar, que se aproximou de 60%, com aumento de consumo
alimentar e ganho de peso ap0s suspensao da droga. Contrario aos nossos achados, Choo (24)
defende que a perda de peso nos animais tratados com EGCG decorre de outros mecanismos
metabolicos, ndo sendo a reducdo de a ingesta alimentar algo preponderante. Ha de se levar
em conta que 0 nosso estudo limitou-se a verificar perda de peso apenas por observacao de
quantitativo de ingesta alimentar. Ndo foram estudados outros possiveis mecanismos
envolvidos no emagrecimento animal.

Na nossa pesquisa, em relacdo a reducdo ponderal, podem estar envolvidos
mecanismos controle central alimentar (apesar de ndo ter sido alvo da pesquisa), tendo em
vista que foi notavel a grande reducdo percentual do consumo de dieta com uso da EGCG,
chegando a 68% (Tabela 8) e deixando para tras a possibilidade de um maior envolvimento
em mecanismos bloqueio de enzimas digestivas que pudessem levar a ndo absorcdo do
alimento ou a um aumento da termogénese no tecido adiposo, entre outros.

Observamos também que o estresse decorrente das gavagens realizadas com soro
fisiologico nos grupos de controles (CSAL e OSAL) ndo contribuiu com as alteracdes nem de
peso (tabela 1) nem de consumo (Tabela 8), ndo interferindo, assim, com os resultados do
experimento.

A sibutramina, droga ja bem consolidada no tratamento da obesidade e com indicagéo
bem definida, foi utilizada para comparacdo de seu efeito antiobesidade com a substéncia
purificada da Camellia sinensis, a EGCG. Ultimamente, essa Gltima vem sendo muito
estudada na obesidade, mostrando-se efetiva, com atuacdo marcada em adipocitos, levando a

reducdo da lipogénese através de possivel envolvimento com modulagdo mitotica da proteina
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quinase (MAP), principalmente através de sinais regulatorios (ERC). Esses sinais ativariam o
fator de crescimento envolvido em processos mitogénicos, suprimindo, assim, a proliferagdo
de pré-adipdcitos (25; 26). Ademais, a substancia teria participacdo na inibicdo da catecol-
metil-transferase (COMT), complexo enzimatico responsavel pela gradacdo de noradrenalina,
0 que levaria a um aumento da estimulacdo simpatica em receptores beta adrenérgicos
presentes nos adipocitos, com aumento da termogénese (27; 23; 28). Além disso, atribui-se a
ela uma acdo na regulacdo da absorcéo de gorduras através de bloqueio em algumas enzimas a
nivel intestinal, como a amilase e lipase pancreética, dentre outras (26).

Entre as medidas murinométricas, a medida da circunferéncia abdominal vem
ganhando destaque por seu envolvimento em fatores de risco para doengas neurovasculares e
cardiovasculares (29; 30). No nosso estudo foram feitas medidas da circunferéncia torécica e
abdominal, antes e ap0s o uso das drogas, com a finalidade de avaliar o emagrecimento dos
ratos, ndo extrapolando para o significado populacional dessas medidas. No presente trabalho,
interpretando as medidas de circunferéncia toréacica e abdominal, constatamos que, depois do
tratamento, o grupo OEGCG apresentou menor medida do térax que o OSAL e OSIB,
aproximando-se do grupo controle (Figura 8), enquanto que as medidas do abdémen foram
menores nos grupos OSIB e OEGCG apo6s uso das drogas (Figura 9). Evidenciamos, desta
forma, que o uso da EGCG foi efetivo na reducéo de gordura da parede toracica e que as duas
drogas reduziram a medida abdominal nos dois grupos (OSIB e OEGCGQG).

Em relacdo ao IMC, como ja era esperado, verificou-se que o grupo obeso tinha IMC
acima do grupo controle antes do tratamento e que, com o uso das drogas, houve queda
significativa do indice s6 para os dois grupos tratados (Figura 10). O IMC ou indice de
Quetelet, descoberto desde o século XVII por Adolphe Quetelet, € uma medida usada
mundialmente e que, por ser barata, de facil mensuracdo e satisfatoria, se encontra bem
estabelecida para o diagndstico dos desvios alimentares e suas implicagdes na saude (29; 31;
14). Em ratos, pode ser usado também o indice de Lee, que relaciona a raiz cubica do peso em
gramas pelo comprimento nasoanal em centimetros. A utilizacdo do IMC em nosso trabalho
se deve a equiparacdo com o indice de Lee, pois eles mostram correlacdo significativa e
positiva para o diagndstico de obesidade (14).

Quanto a observancia do consumo de alimentos no periodo pds-desmame, no nosso
trabalho, houve grande variacdo da ingesta alimentar, mas com o predominio de consumo da
dieta Presence® pelo grupo controle. Verificou-se que o consumo alimentar de CSAL foi
significativamente maior que os dos demais grupos (Figura 11). O menor consumo da dieta

palatavel ocidentalizada em relacdo ao controle Presence®, que, em geral, pode ser explicado
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pelo fato da dieta hiperlipidica causar aumento da eficiéncia metabdlica, gerando altos niveis
de colesterol, triglicerideos e glicose e, consequentemente, levando a um quadro de saciedade
precoce (32).

Quanto ao consumo alimentar dos ratos, durante o uso das drogas, o trabalho mostrou
que, durante os oito dias, ocorreu reducdo significativa do consumo no grupo de ratos que
usaram sibutramina e epigalocatequina-3-galato (Figura 12). A queda de consumo
correspondeu a mais de 60% de suas ingestas habituais (Tabela 8). A grande reducdo do
consumo, em pequeno espago de tempo, precipitou a interrupcdo do estudo, pois os ratos
estavam entrando em completa inanicdo. N&o ocorreu diferenca de consumo alimentar entre
0s grupos da sibutramina e epigalocatequia-3-galato, que tiveram consumos similares no
referido periodo.

Alguns trabalhos na literatura mostram reducdo de consumo e consequente perda de
peso em ratos (23), mas a grande parte deles se baseia em uso de extratos da planta Camellia
sinensis, nos quais se encontram associados varios principios ativos, nao se prestando,
portanto, para estudos comparativos com substancia pura e levando, assim, a certas distor¢oes
nos resultados.

Estudos usando a EGCG purificada sdo, em sua grande maioria, realizados em nivel
de metabolismo celular com anélise biomolecular das proteinas envolvidas em processos de
lipogénese. Existem alguns trabalhos mostrando emagrecimento com uso de catequinas por
modificar o metabolismo lipidico, atuando em vérias enzimas relacionadas ao metabolismo
lipidico e modulando, assim, a lipogénese (12; 26; 33). Em trabalhos com humanos, propde o
efeito inibitorio na adipogénese e inducédo de apoptose em tecido gorduroso (25).

O consumo ad libitum de agua acompanhado durante cinco semanas no periodo pés-
desmame imediato revelou que a ingestdo media total acumulada durante o periodo néo
diferiu entre os grupos (CSAL = 1452 ml £18 ml; OSAL= 1444 ml = 15ml; OSIB= 1441 ml
+19 ml; OEGCG=1573ml + 72ml. P=0,08). No entanto, ao relativizar o consumo de agua
com sacarose e sem sacarose, observou-se que 0s grupos com dieta ocidentalizada e oferta de
agua com sacarose consumiam em torno de 60% de agua com sacarose e 40% de agua sem
sacarose (OSAL = 58% agua com sacarose e 42% de agua sem sacarose; OSIB= 61% agua
com sacarose e 39% agua sem sacarose e OEGCG= 66% de agua com sacarose e 34% de
agua sem sacarose), indicando a preferéncia dos animais pela dgua com actcar. Malafaia et
al.(15), trabalhando com ratos Wistar, utilizou dieta padrdo de biotério, suplementada com
sacarose a 30%, visando & obtencdo de obesidade em ratos, e foi observado ganho

significativo de peso entre 0 14° e 78° dia de vida. No nosso trabalho, a sacarose foi usada
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conjuntamente com a dieta hiperlipidica para complementa-la durante as primeiras semanas
p6s-desmame, contribuindo para o0 modelo de dieta ocidentalizada.

Quanto as dosagens bioguimicas realizadas post mortem, foi observado aumento
significativo de triglicerideos e colesterol VLDL no grupo OEGCG (Tabela 9), mas ainda
dentro da normalidade comparando-o com tabelas padronizadas de biotérios (anexo H). Esses
achados foram divergentes da literatura, tendo em vista que existem inimeros estudos
mostrando que as catequinas, em especial a EGCG, seriam capazes de reduzir
substancialmente os niveis de glicose, triglicerideos, colesterol LDL e de elevar colesterol
HDL tanto em modelo animal obeso como em humanos.

Assim, Yokozawa e colaboradores (34), estudando ratos adultos que fizeram uso de
cha verde, evidenciaram bons efeitos das catequinas na oxidacdo lipidica, demonstrando
reducdo de colesterol LDL e aumento de HDL. Redugdo importante de triglicerideos,
juntamente com a de colesterol, foi relatada por alguns autores, em estudos com humanos que
fizeram uso de cha verde (35; 36). Esse estudo faz referéncias a melhora da sensibilidade a
insulina em ratos que ingeriram catequinas do chd verde em associacdo com dieta
hiperlipidica.

Raederstorff, Kunz e Chwager (37), trabalhando com ratos Wistar que fizeram uso de
dieta rica em colesterol suplementada com EGCG por quatro semanas, evidenciaram reducéo
significativa de lipideos, com queda importante nos niveis de colesterol LDL. No achado,
poderia estar envolvido o fato de que o grupo da EGCG néo diferiu de peso em relacéo a
sibutramina depois do tratamento. Mesmo assim, eles tinham nivel de adiposidade abdominal
maior, demonstrando que esse tipo de adiposidade poderia estar em maior concordancia com
alteracdes metabolicas. A reducdo do perimetro toréacico diferenciada, com igualdade de peso
comparada ao grupo da sibutramina, poderia ter implicacGes no efeito da droga, que levaria a
perda maior de gordura subcutanea que de gordura intra-abdominal.

Tivemos alguns limites metodoldgicos. Durante os experimentos, ndo foi possivel a
obtencdo de amostras sanguineas para dosagens bioquimicas confiaveis, pois somente
obtivemos pequenas amostras de sangue retiradas da cauda do animal, que ndo permitiram
avaliacdo laboratorial. Foram usados alguns Kkits para dosagens, mas com resultados
inconsistentes. Procedimentos mais invasivos como coleta de sangue em plexo orbitario ou
intracardiaco demandam rigor técnico com pessoal treinado sob o risco de provocar
morbimortalidade do animal. Outra limitac&o foi o término do tratamento em poucos dias, por
debilidade dos animais tratados, pois pretendiamos dar continuidade ao experimento com

posterior retirada das medicacOes para possivel observacdo do retorno do peso perdido.
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Exames bioquimicos, que avaliaram funcdo hepatica e renal depois do tratamento, ndo
mostraram ocorréncia de alteragcbes em nenhum grupo com as duas drogas. Alguns estudos
imputam o ché verde como possivel responsavel por alteracfes hepaticas, mas, possivelmente,
sO ocorreriam com o0 uso de chas ou extrato da planta, devido ao processo de extragdo dos
bioativos, o que ndo ocorre com a substancia pura EGCG (38; 38).

A pesagem das visceras nos quatro grupos ndo mostrou diferencas significativas, com
excecdo da gordura gonadal, que foi maior no grupo EGCG (Tabela 10). A gordura gonadal
faz parte da gordura abdominal estocada e parece ser mais resistente a reducdo de peso
corporal. A medida da circunferéncia toracica foi menor no grupo da EGCG depois do
tratamento, mantendo peso corporal semelhante ao grupo da sibutramina. Esse achado nos
leva a crer que talvez tenha ocorrido remocao primariamente da gordura subcutanea em
detrimento da visceral. Alguns autores defendem que a massa gorda em animais obesos pode
ser removida, durante o emagrecimento, de maneira diferenciada nos varios tecidos (40).
Devemos levar em consideracdo, tambem, a grande ocorréncia de heterogeneidade no peso
dos animais aqui estudados, podendo ter contribuido para o achado, mesmo tendo sido
minimizado nos célculos de Normalidade estatistica.

Em relacdo aos estudos histologicos, pudemos constatar um dos achados mais
importantes da nossa pesquisa. Observamos um padrdo pouco evidente de esteatose no grupo
EGCG e auséncia de processo inflamatério (Figura 16), ndo ocorrendo 0 mesmo com 0 grupo
controle obeso OSAL (Figura 14) e com o grupo da sibutramina (Figura 15). A EGCG
poderia ter promovido reducdo de danos hepaticos, decorrente do acimulo de gordura, pelo
seu poder antioxidativo, ou mesmo ter impedido o acimulo dos mesmos. Nossos achados
corroboram com os de Schmitz e colaboradores (41) que demonstraram atividade
hepatoprotetora do extrato alcodlico da Camellia sinensis em figados de ratos lesados pelo
dietilnitrosamina (DNT), em diferentes momentos de uso, mostrando sua importante acao,
principalmente de forma preventiva nas lesdes hepaticas. Achados de normalidade renal e
cardiaca sugerem neutralidade para as duas drogas a nivel histologico.

Em relacdo as dietas e suas repercussdes sobre o figado podemos sugerir que a dieta
Presence® usada comumente nos biotérios ndo parece ser muito adequada para esses animais
por gerar certo grau de esteatose (Figura 13), podendo, assim, interferir nos resultados de
pesquisas. Talvez fosse mais conveniente produzir dietas com teores de gordura e carboidrato
mais adequados para roedores, com orientacdo nutricional visando a neutralidade nas

pesquisas. Quanto a dieta ocidentalizada referida no nosso trabalho, com uso de sacarose,
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variada e permutada com a dieta padrdo, a mesma mostrou ser bastante eficaz na obtencéo do

modelo de obesidade e em provocar acumulo de gorduras e processo inflamatoério hepatico.

5. CONCLUSAO

A Epigalocatequina-3-galato foi capaz de promover reducdo de consumo alimentar e
peso dos ratos obesos e 0 fez na mesma intensidade que da sibutramina. O uso da substancia
levou a prevengdo ou talvez até o tratamento da esteatose hepéatica e esteato hepatite
produzida por dieta ocidentalizada. Estudos bioquimicos e histologicos ndo refletiram
toxicidade com o uso da substancia. A reducdo da cria, no periodo de lactacdo dos ratos e com
intuito de promover obesidade, mostrou-se consistente; porém, observou-se que o excesso de
peso ndo persistiu apos desmame da mesma. N&o foi observada redugéo de glicose ou lipideos
ao menos quando previamente normais. Diante dos resultados obtidos, concluimos que a
EGCG mostrou ser eficaz no emagrecimento de ratos, necessitando, entretanto, de mais
estudos, principalmente em humanos e com doses diversificadas, visando a uma melhor

avaliacdo da substancia como droga antiobesidade para futuro uso na populacéo.
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Figura 5- Acompanhamento do peso corporal durante a lactagcdo segundo a
manipulacdo do numero de filhotes por ninhada e uso de dieta.
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Valores expressos em média +EPM. GC=grupo controle; GO= grupo ocidentalizada. Estudo composto por 13
ninhadas (n=13). GC com trés ninhadas de nove animais em aleitamento e GO com dez ninhadas de trés animais
em aleitamento. Teste two way RM ANOVA seguido do pés teste de Bonferroni (P<0,05).*Indica significancia
de GC em relacdo a GO (p<0,05). *P vc GC.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 6- Acompanhamento semanal do peso corporal apds o desmame dos ratos. Evolugdo
dos quatro grupos: CSAL (controle salina). OSAL (ocidentalizada salina). OSIB
(ocidentalizada sibutramina). OEGCG (ocidentalizada epialocatequina-3-galato).
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Os valores representam a média + EPM (n= 6 a 8/grupo).*Estatisticamente significativo em relacdo ao grupo
controle a partir da 112 semana de observacdo. Teste two way RM ANOVA seguido de Bonferroni. P<0,05.*P
vc CSAL.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 7- Variagdo do peso corporal durante o tratamento de oito dias com salina,

sibutramina ou Epigalocatequina-3-galato.
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Dados expressos em média e erro padrdo da média (EPM). de 6 a 8 animais por grupo. Grupos: CSAL (controle
salina); OSAL (ocidentalizado salina); OSIB (ocidentalizado sibutramina); OEGCG (ocidentalizado
epigalocatequina-3-galato). *Estatisticamente significativa. Teste two way RM ANOVA seguido de Bonferroni.
P<0,05. *P<vs CSAL; °P<vs OSAL.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 7- Variacao percentual do peso corporal antes e depois da aplicacdo

das drogas ou salina por oito dias.

GRUPO DROGA VARIACAO DE PESO (%)

CSAL (7) Salina Né&o alterou

OSAL (5) Salina Houve aumento de 6%.

OSIB (5) sibutramina Houve reducéo de 12%
OEGCG (6) EGCG Houve reducéo de 16%

Teste t de student pareado. Antes e depois de cada unidade amostral de cada grupo.
Cada um grupo é controle de si mesmo. P<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 8- Valores da Circunferéncia toracica, antes (A) e depois dos tratamentos (B).
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Grupos: CSAL (controle salina); OSAL (ocidentalizado salina); OSIB (ocidentalizado sibutramina); OEGCG
(ocidentalizada epigalocatequina-3-galato). Numero de 6 a 8 animais por grupo. Teste one way ANOVA seguida
pelo pés-teste de Bonferroni. A= *P<0,05 vs CSAL. B= *P <0,05 OSAL

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 9- Valores da circunferéncia abdominal antes (A) e depois dos tratamentos (B).
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Grupos: CSAL (controle salina); OSAL (ocidentalizada salina); OSIB (ocidentalizada sibutramina); OEGCG
(ocidentalizada epigalocatequina-3galato). Nimero de 6 a 8 animais por grupo. P<0,05. Teste one way ANOVA
seguida pelo pés-teste de Bonferroni. A: *P<0,05 vs CSAL. B: * P<0,05 vs CSAL,OSIB e OEGCG.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 10- Valores de IMC antes (A) e depois dos tratamentos (B).
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Grupos: CSAL (controle salina); OSAL (ocidentalizada salina); OSIB (ocidentalizada sibutramina);
OEGCG (ocidentalizada epigalocatequina-3-galato). Numero de 6 a 8 animais por grupo. P<0,05.
Teste one way ANOVA seguida pelo pés-teste de Bonferroni. A:*P<0,05 vs CSAL. B: * P<0,05 vs OSAL.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 11- Consumo alimentar dos roedores. (A) Consumo de alimento durante 17 semanas

apos desmame. (B) consumo diério durante oito dias de tratamento.
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Grupos: CSAL (controle salina). OSAL (ocidentalizada salina). OSIB (ocidentalizada sibutramina). OEGCG
(ocidentalizada epialocatequina-3-galato). Nimero de 6 a 8 animais por grupo. ANOVA seguida pelo poés-teste
de Bonferroni. P<0,05. A: mostra o consumo médio semanal do grupo CSAL maior que os grupos OSAL, OSIB
e OEGCG a partir da 3? até a 12%emana, ndo ocorrendo mais diferencas apds a 13? semana entre CSAL e
OEGCG até a 15%emana quando novamente passa a existir o consumo maior de CSAL. B: mostra 0 consumo
alimentar de oito dias durante o periodo de uso drogas. Grafico A=* p<0,05 OEGC vs CSAL,; e #p <0,05 OSIB ¢
OSAL vs CSAL. Grafico B=*p <0,05 vs CSAL e ° p <0,05 vs OSAL.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 8- Variacao percentual do consumo alimentar durante oito dias do uso das drogas ou

salina.
GRUPO DROGA VARIACAO NO CONSUMO ALIMENTAR (%).
CSAL (5) salina N&o alterou
OSAL (5) salina N&o alterou
OSIB (5) sibutramina Houve reducéo de 62%
OEGCG (5) EGCG Houve reducéo de 68%

Teste t de student pareado. Antes e depois de cada unidade amostral de cada grupo. P<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 12- Consumo alimentar durante oito dias de tratamento.
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Grupos: CSAL (controle salina). OSAL (ocidentalizada salina). OSIB (ocidentalizada sibutramina).
OEGCG (ocidentalizada epialocatequina-3-galato). Nimero de 6 a 8 animais por grupo. Consumo
alimentar durante o tratamento com sibutramina ou epigalactoquequina. Dados expressos em £DP. Teste

ANOVA two way de medidas repetidas, seguido pelo pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs CSAL; ~™
OSIB e EGCG vs CSAL; “p<0,05 vs OSAL; °p<0,0 vs OSIB

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 9- Valores bioquimicos de ratos ap6s oito dias consecutivos de tratamento com salina,

sibutramina e Epigalocatequina-3-galato.

Exames (mg/dl) CSAL, n=8 OSAL, n=7 OSIB, n=7 OEGCG, n=8 P
Glicose 170,3+9,25 166,1+12,45 171,1+12,39 158,1 + 8,23 P <0,05
Ureia 33,38+ 1,50 37,24 + 2,27 34,26 +1,88 31,18 + 2,08 p <0,05
Creatinina 0,28 £0,02 0,22 £0,02 0,33+0,04 0,32 £0,02 P <0,05
TGP/ALT 51,71+2,68 43,37+1,73 44,67+ 2,21 46,28+ 4,52 p <0,05
TGO/AST 152,0+10,13 142,3+10,40 174,1+13,15 175,2+11,98 P < 0,05
Fosfatase alcalina 180,5+18,19 164,6+18,66 121,5+13,78 169,3+14,76 P < 0,05
Triglicerideos™ 39,76 +5,34 33,76 + 2,71 39,0+2,94 *80,85+9,00 *p <0,05
Colesterol total 58,63 + 5,88 63,09 + 3,19 50,4 +4,43 58,76 + 5,64 P < 0,05
Colesterol HDL 37,49+2,19 36,47 +1,98 30,36+3,26 36,92 + 3,68 P <0,05
Colesterol LDL 17,98 £5,42 21,88 + 3,32 11,40 + 2,09 13,93 +1,37 p <0,05
ColesterolVLDL* 7,37+1,11 6,40 £ 0,24 7,33+0,33 *16,13+1,75 *p <0,05

Grupos: CSAL (controle salina). OSAL (ocidentalizodo salina). OSIB (ocidentalizado sibutramina).

OEGCG (ocidentalizado EGCG). Os valores representam a média = E.P.M

(n=grupos de 7 e 8 animais). *Estatisticamente diferentes do grupo controle

(ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni, p< 0,05).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 10- Peso relativo (g/100) dos 6rgdos dos ratos apds oito dias de tratamento
consecutivos com salina, sibutramina e Epigalocatequina-3-galato.

ORGAOS CSAL, n=7 OSAL, n=5 OSIB, n=6 OEGCG, p

Figado 2,53+0,12 2,58 +£0,12 2,67 +0,05 2,85?;60,17 P <0,05
Coragéo 0,38+0,14 0,36 +£ 0,03 0,33 0,01 0,37 +£0,02 P <0,05
Estdmago 0,41+0,01 0,36 £ 0,01 0,41 +0,01 0,37 +0,04 P <0,05

Rim direito 0,37+0,02 0,36 + 0,02 0,34 +0,00 0,36 £ 0,01 P <0,05
Gg 1,39+0,26 2,73 £0,07* 2,66 +0,19 2,99+0,43* *P<0,05

Gr 1,98+0,37 2,64+0,44 3,26 +0,38 3,15+ 0,60 p< 0,05

Ga 3,37+0,48 5,37+ 0,40 5,59 +0,57 6,09+ 1,05 P< 0,05

Grupos: CSAL (controle salina). OSAL (ocidentalizado salina). OSIB (ocidentalizado sibutramina). OEGCG
(ocidentalizado EGCG). Os valores representam a média + E.P.M. (n= grupos de 5, 6 e 7 animais). Gg: gordura
gonadal; G r: gordura retroperitoneal; G a: gordura abdominal. * Estatisticamente diferentes do grupo controle

(ANOVA seguido do pés-teste de Bonferrone, p< 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 13- Fotomicrografias de por¢des de figado dos animais do grupo CSAL.
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Fotomicrografias de por¢des de figado de animais do grupo CSAL: Observar arquitetura hepatica conservada em
A e B, porém em maior aumento é passivel observar discreta esteatose (C).
A e C col Hematoxilina e eosina (HE); B- col tricromico de Gomori.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 14- Fotomicrografias de porcéo de figado de animais do grupo OSAL.
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Fotomicrografias de por¢des de figado com prepara¢des em hematoxilina-eosina do grupo OSAL. Observar em
B e C esteatose hepatica mais evidente que no grupo CSAL, bem como, presenca de maior quantidade de
infiltrado inflamatdrio. Col Hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 15- Fotomicrografias de porgées de figado de animais do grupo OSIB.
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Fotomicrografias de porcdes de figado de animais do grupo OSIB. Observar presenca de esteatose
(A e B) e infiltrado inflamatorio (C). Col Hematoxilina e eosina ( HE).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Fotomicrografias de por¢des de figado de animais do grupo OEGCG. Preparagdes em hematoxilina-eosina. A=
Observar auséncia de esteatose e infiltrado inflamatdrio. Col Hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: Dados da pesquisa.
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5. CONCLUSOES

Ao término do trabalho, concluimos que todas as hipdteses formuladas foram
comprovadas nesse estudo. A Epigalocatequina-3-galato foi capaz de promover perda de peso
significativa em ratos e o fez com a mesma intensidade que a sibutramina. Foi observada,
também, reducdo importante do consumo alimentar, similar a sibutramina.

Estudos histolégicos mostraram que o uso da epigalocatequina-3-galato em ratos
obesos com hepatite ou esteato hepatite foi capaz de reduzir ou prevenir a ocorréncia das
mesmas. Ndo foi observada toxicidade para coracdo e rins, demonstrada bioquimica ou
histologicamente com o uso da droga.

O modelo de Cria reduzida se mostrou eficaz na producdo de obesidade. Porém, ndo
conseguiu ser sustentado na idade adulta. A dieta ocidendentalizada variada, suplementada
com sacarose nos primeiros meses de vida e intercalada com dieta padrdo Presence®, se
mostrou eficaz em produzir obesidade em curto periodo de tempo e provocou esteatose
hepatica e hepatite gordurosa nos animais.

A Epigalocatequina-3-galato ndo levou a reducédo de peso visceral, e 0 emagrecimento
pode estar acontecendo de forma diferenciada, com uma maior remoc¢do da gordura da

carcaca em relacdo a visceral.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, ficamos absolutamente satisfeitos ao verificar que um fitoterapico
possui propriedades emagrecedoras similares as da sibutramina e ainda com a vantagem de
reduzir o acimulo de gordura e do processo inflamatorio hepatico, além de ser eficaz em ratos
através do uso oral, administrado somente uma vez ao dia e independente das refeigdes. A
substancia parece ser muito promissora no tratamento da obesidade e possivelmente em suas
complicacBes. Serdo necessarios mais estudos em torno da droga EGCG, inclusive visando
reproduzir, em grandes ensaios clinicos, estudo comparativo com drogas antiobesidade em

humanos, englobando também doses diversificadas ja para sugestdo de uso na populacéo.
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ANEXO A — Parecer da comissdo de Etica no uso de animais do Centro de Ciéncias
Bioldgica da UFPE

ANEXO A- Parecer da Comiss3o de Etica

Universidade Federal de Peraambuco
Centro de Cigncias Bioldgicas

Av. Prof. Welsom Chaves, s/n
50670-420 / Recife ~ PE - Bras3il
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 £1) 2128 8350

WuW . CCDh. uipe . b

Recife, 16 de dezembro de 2014.

Oficio n° 86/14 : |

Da Comiss3o de Etica nc Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.® Liriane Baratella Evencio

Departamento de Histologia € Embriologia

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n® 23076.053073/2014-20

Os membros da Comiss3o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Bicldgicas da Universidade Federal de Pemambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeic de pesquisa infifulado, “Estudo comparativo entre Sibutramina e

" Epigalocatequina-3-galato na perda de peso de ratos com o obesidade
induzida.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utiizac3o experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para-EmeﬂmnﬁagéoAtﬁmalecomasmmasMemac}mbmbeleddaspeb
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s80
adotadas como critérios de avaliacdo e juigamentio pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei
11.784 de 08 de outubro de 2008, que trata da questic do uso de animais para fins

cientificos e didaticos.
Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.
Origem dos ‘animais: Biotério; Animais: ratos; Linhagem: Atenciosamente,

Wistar; Sexo: machos e fémeas; Idade: lactantes e aduifos;
Peso: 25 e 250g; Namero de animais previsios no

protocolo: 41.
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ANEXO C -- Dietas ocidentalizadas: crescimento e manutencdo elaboradas pelo
Departamento de Nutricdo da UFPE (dieta modificada de CAVALCANTE et al., 2013)

ANEXO C- Dietas ocidentalizadas

PALATAVEL CRESCIMENTO-N2! Qtd (g)
: lkg-_ Tkg + ‘
MAISENA 1270 8890
farinha rosca 50,0 350,0 %
FARINHA DE TRIGO 50,0 £20,0
FARINHA DE ARROZ 40,0 280,0
BISCOITO MAISENA 0,0 0,0
| FARINHA DE soj 500 3500
CASEINA 190,0 1330,0
GC(E)I;JI{ALOSE 30,0 210,0
2 0,0 0,0 ’
OLEO milho 20,0 140,0
oleo soja 30,0 210'0
BANI-.IA (*Banha Sadia) 30,0 210:0
manteiga 30,0 210,0
MARGARINA (65% lip) 20,0 140,0
creme de leite itambé (20%lip) 30,0 210,0
ACUCAR 1800  1260,0
| SAIS - MIX MINERAL 250 1750
VITAMINAS 7,;) 45,0
COLINA 2,5 1715
METIONINA 3,0 21:0
BHT = 0,14mg 0,0 0,1
Gilutamato Monossédico (12,3% de Na) 60 42,0
NaCl (39.34% ge Nay 0,0 0,0
caldo d§ costela -1 cubo 3,6 67,2
Gatata frita sabor chusraseo 60 420,0
Total 1000 | 10001| 70008




PALATAVEL CRESCIMENTO-N-3 Qwd(e) |

MAISENA
farinha rosca

'FARINHA DE TRIGO

BISCOITO MAISENA

FARINHA DE sojA

CASEINA

CELULOSE

GOMA

OLEO milho

oleo soja

BANHA (*Banha Sadia)

manieiga

MARGARINA (65% lip)

| creme de leite itambé (20%lip)

'ACUCAR

SAIS - MIX MINERAL

VITAMINAS

COLINA

METIONINA

BHT =0,14mg

Glutamato Monossodico (12,3% de Na)

NaCl (39.34% de Na)
caldo de costela -1 cubo

batata frita sabor churrasco

Total

120,0
50,0
50,0
65,0
50,0
210,0
30,0
0,0
10,0
30,0
50,0
40,0
320
40,0
180,0
25,0

2,0
0,0
3,0
30
0,0
0

280

175

0

100,05 | 10005] 70036
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ANEXO D — Certificado de Analise da EGCG do Laboratorio Aktin Chemicals.

ANEXO D- Certificado de Analise de EGCG "

& Aktin Chemicals, Inc.

No.52, Yongfeng Road, Hi-tech Zone, Chengdu
Phone:86-28-85159085 Fax:86-28-85152372
Nature Connecting Health website: www.aktinchem.com Email: info@aktinchem.com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

(-)-Epigallocatechin gallate (EGCG)
Description: {-)-Epigaliocatechin gallaie (EGCG)88% min by HPLC
CAS: 986-51-5 MEW 458.37
MF Cz2H101 Part Used Leaves
Botanical source Green tea Manufacture Date: | Feb 23, 2014
Batch: EGCG-140223 Quantity: 189kg
ITEMS SPECIFICATION | RESULTS METHQDS
Appearance ‘White powder Conform Visual
Identification Positive Positive TLC
EGCG >98% 99.23% HPIC
Loss on Drying =5% 0.36% 2H i65°C
Ashes =02% Conform 2ZH 525T
Heavy Metals =10ppm Conform Visual Colorimetry
-Arsenic = Ippm Conforn AAS
-Mercury =0.1ppm Conform AAS
~Cadmivm =3ppm Conform AAS
-Lead =Ilppm Conform AAS
Total Plate Count <1000/g Conform AOAC966.23
Yeast& Mold <100/g Conform FDABAMStR
E.Coli Negative Conform FDABAMSth
Salmonclia (Negative Conform FDABAMSth
Coliforms =10chvg Conform AQACO11.14

Storage: store in cool & dry place, keep away from strong light and heat
Stability: 24 months when properly siored
Packing: 1kg/bag

Quality Control Manager:___ Ashily Zhou Quality Assurance Manager:__Will Zhang



ANEXO E - Ficha de informac6es de seguranca de produtos quimicos- Sigma-Aldrich

Data da revisdo: 22.02.2011.

ANEXO E- Ficha de dados de seguranca da EGCG

SlGMA"ALDR'CH “ama-siarich.com
FICHA DE INFORMAGOES DE SEGURANCA DE PRODUTOS
QUIMICOS

Versio 5.0 Data do revisio 22.02.2011

Daiz de impressfio 18.02.2015

IDENTIFICAGAO DO PRODUTO E DA EMPRESA

11 Kdentificadores do produto
Nome do produto : GALATO DE EPILOCATEQUINA
Referéncia do Produto . 50299
Marca : Fluka
1.2 Outros meios de identificacdo
EGCG
{--cis-3,3' 4", 5,5, T-Hexahydroxy-fiavane-3-galiate
{—}-¢ls-2-(3,4,5-Trihydraxypheny!)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-trict 3gallate
13  Utilizacdes identificadas relevantes da substincia ou mistura e utilizagdes desaconselhadas
56 para utidzagio R&D. Nio para utilizago farmaceutica, doméstica ou outras utilizagtes.
14 Identificagio do fornecedor da ficha de dados de seguranca
Companhia . Sigma-Akinch Brasil Lida.
Av. das Nagles Unidas, 23.043
04795-100 SAO PAULO - SP
BRAZIL
Telefone 1 4551137323100
NéGmero de Fax - +55115522 9885
Email enderego - sigmabr@sial.com
4.5 Namero de telefone de emergéncia
(11) 59587-9933
2. IDENTIFICACAQ DE PERIGOS
2.1 Classificagdo GHS
Toxicldade 2guda, Oral (Categoria 5)
22 Elementos da Etiqueta GHS, incluindo declaragdes de prevencio
Pictograma nenhum(a)
Paiavra de advernéncia Alenczo
Frases de Perigo
H303 Pode ser perigoso por ingestio.
Frases de Precaucdo
Resposta 3
P312 Caso sinta indisposicio, contacte um CENTRO DE INFORMAGAC
ANTIVENENOS cu um meédico.
23 Outros Perlgos - nenhum(a)
3 COMPOSICAO E INFORMAGOES SOBRE OS INGREDIENTES =
3.1 Substanclas
Sinénimos . EGCG

{—)-cis-3,3.4°.5,5, 7-Hexahydroxy-flavane-3-gallate

Fhuks - 50299 GALATO DE EPILOCATEQUINA Pigina 1 do €
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(-}-cis-2-(3,4,51'rihyd:oxyphmy‘l)—BsI—dihydro-ﬂZH)—benmpyran-3,5, 7-

riol 3galate
Formuia C22H1g011
Peso molecular 458.27 g/mol
[Componente B __IConcentaczo |
(-)-Epigallocatechin gallate
No. CAS 989-51-5 = —1

pas

4, MEDIDAS DE PRIMEIROS-SOCORROS
4.1  Descri¢do das medidas de primelros socorros

Recomendacio geral

Consufiar um médico. Mostrar esta ficha de Seguranga ao meédico de servigo.

Se tor inalxio

Se for respirado, levar a pessoa para o ar fresco. Se ndo respirar, dar respirago artificial Consuitar um
médico. ;

No caso dum contacto com a

pele

Lavar com sabdo e muita 2gua. Consultar um médico.
No caso dum contacto com os olhos

Lavar os olhos com agua como precaucio,

Se for engolido

Nunca dar nada pelz boca 2 uma pessca inconscients. Enxaguar = boca com aguz. Consular um médico.

42  Sintomas e efeitos mais importantes, tanto agudos como retardados
Até onde sabamos, 25 propriedades guimicss, fisicas o toxicolégicas ndo foram minuciosamente

4.3  Indicacdes sobre cuidados médicos

dados n3o disponiveis

urgentes ¢ tratamentos especiais necessarios

5.  MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIO

51  Meios de extingiio
Meios adequados de extinglo

Utilizar agua puiverizada, espuma resistente ao 2lcoo!, preduto quimice seco ou didxido de carbono
5.2  Perigos especiais decorrentes da substiincia ou mistura

Oxidos de carbono

5.3  Recomendacdes para © pessoal de combate a Incéndios
Usar aquipamento de respira¢io aulénomo parz combate a inc&ndics, se necessario.

54  Outras informagdes
dades néo disponiveis

8. MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO
6.1  Precaucbes individuais, equipamento de protecgdc e procedimentos de emergéncia

Usar equipamento de protecg3o individual.

vaparinévoalgas. Evitar de respirar o pd.

8.2 Precaucdes a nivel ambiental

Ewitar a formaciio de poeira, Evitar a respiragao do

N#o permitir 2 entrada do produto no sistema de esgotos.
63  Métodos e materizis de confinamento ¢ limpeza

Apanhar os residuos sem levantar

fechacos adequados, para elimi
Fluka - 50283 GALATO DE EPILOCATEQUINA

nag3o.

poeiras. Varrer e apanhar com uma pé. Manter em recpientes
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7.2

7.3

Remissao para outras sec¢oes
Para eliminacdo de residucs ver Secgao 13.

MANUSEIO E ARMAZENAMENTO

Precaugdes para um manuseamento seguro
Evitar 2 formag3o de pd e aerossois. Y
Providenciar uma adequada ventilagio em locais onde se formem poeiras. Mecidas usuais de proteccde

preventiva contra incéndio.

CondigGes de armazenagem segura, incluindo eventuais incompatibilidades
Armazenar em local fresco. Guardar o recipiente herméticamente fechado em lugar seco e bem ventilade.

Temperatura recomendada de armazenagem: 2-8°C
Estocar sob gés inerte. Sensivel 2o ar. Sensivel 2 luz.

Utilizagdes finals especificas
dados n3o disponivais

8.2

CONTROLE DE EXPOSICAO E PROTECAQ INDIVIDUAL
Parametros de controlo

Limites de exposicio ocupacional
Nés no temes conhecimento de nenhuma fimite de exposicSo nacicnal.

Centrolo da exposicao

Controlos técnicos adequados
Manusear de acordo com as boas praticas Industriais de higiene e seguranga. Lavar as miocs antes de
interrupcdes, e no final do dia de trabalho.

Protecgao individual
ProtecgBo ocular/ facial
Use equipamento de protec3o ocular testado ¢ aprovado de acordo com 23 NOMMas governamentais
adequacas, tais como NIOSH (US) ou EN 166 (EU).
Proteccio da pele
Manusaar com luvas. As luvas devem ser inspectadas antes da utilizacso. Use uma técnica
adequaia para a remog3o das luvas (sem focar 2 superficie exterior da kuva) para avitar o contacio
da pele com o predute. Descarle as luvas contaminadas apds ¢ uso, em conformidade com as leis o
boas préticas de laboratdrio . Lavar e sacar a8 m#os.

As luvas de protecc3o seieccionadas devem satisfazer as especificacdes da Directiva da UE
BYBBY/CEE e a norma EN 374 derivada dela,

Protecgo do corpo

Escolher uma protecgdo para o corpo em relaco com o tipo, a concentraclo e 2 quantidade da
substancia perigosa, e com o lugar de trabalno especifico., O genero de equipamento de proteccao
deve ser escolhido de acordo com a concentrac3o e a quantidade da substancia perigosa no lugar
de trabalho

Protecgéo respiratéria
N&o & necessaria protecgao respiratonia. Se dessjar protecgio contra niveis de pd incomedatives,
use mascaras de pd do tipo N85 (E.U.A ) cu do tipo P1 (EN 143). Use respiradores e compenentes
m € aprovados por normas govemamentais apropriadas, tais como as NIOSH (E.U.A ) cu

=N (UE]}.

PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS

InformagSes sobre propriedades fisicas e quimicas de base
2) Aspecto Estado fisico: solido

b) Odor dados n2o disponivels

Fluka - 50299 GALATO DE EPILOCATEQUINA Piging 3 de &
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¢) Limite de Odor dados nao disponivels
d) pH dados nao dispeniveis
¢) Ponto de fusaaiponto dacos nao disponiveis
de congelamento
f) Ponic ¢e edulicio Inicial  dados ndo disponiveis
& intervaio de ebuligdo
g) Ponto de fulgor dades nac disponivels
h) Taxade evaporacdo dados n3o disponiveis
i} infiamabilidade (solido, dados ndo disponiveis
gas)
J} Limites de dades nao disponiveis
inflamabgidade supericr
1 inferior ou
explosividade
K} Pressao devaper dados ndo disponiveis
I} Densidade de vapor dados n&o dispeniveis
m) Densidade refativa dados n2o dispenivels
ny Hidrossolubilidade dados ndo disponiveis
o} Coeficiente de partic3o  dados nio disponiveis
n-ogtanolagua
p) Temperaiurade auto-  dados ndc disponiveis
ignicéo
q) Temperatura de gdados n3o disponives
decomposigso
r)  Viscosidade dados nao disponives
10. ESTABILIDADE E REATIVIDADE
10.1 Reactividade
dados n3o disponiveis
10.2 Estabilidade quimica
dados ndc disponiveis
10.3 Possibilidade de reac¢des perigosas
dados n3o deponiveis
10.4 Condicdes a evitar
dados ndo disponiveis
105 Materiais incompativeis
Agentes oxidanles fortes
10.86 Produtos de decomposicio perigosos
Outros produtos de decomposicho pengoscs - dados n3o disponiveis
11. INFORMACOES TOXICOLOGICAS
11.1  Informacges sobre os efeitos toxicoldgicos

Toxlcldade aguda

| bL50 Orai - rato - 2170 m -0
DL

Corrosaolirtitagso cutines.

dades ndo disponiVeis

Flusa - 50255 GALATO DE EPLOCATEQUINA
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Lesdes oculares graves/irritacio ocular
dados ndo disponiveis

Sensibilizagao respiratoria ou cutinea
dados ndc disponiveis

Mutagenicidade em células germinativas

dades ndo disponfveis

Carcinogenicidade

1ARC: Nenhum componenite deste produto presente 2 nivels maiores ou iguais a 0,1% & identificado
como carcinogénio provavel, possivel ou confirmado pelo IARC.

Toxicidade a reproducd e lactagio
dados ndo disponiveis
Toxicidade sistémica para érgaos-alvo especificos - exposicio inica
dados ndo dispeniveis
Toxicidade sistémica para orgSos-alvo especificos - exposicio repetida
cados nZo disponiveis
Perigo de aspiragio
dados n3o disponiveis
Efeitos potenciais para a salide
Inalagdo Pode ser perigoso se for inalagio. Pode causar uma intacSo do apareiho
respiratorio.
Ingestao Pode ser perigoso se for engolido.
Pele Pode ser parigoso se for absorto pela pele. Pode causar uma imitagio da
pele.
Olhos Pode causar uma iritagSo dos olhos,
Sinais e sintomas de exposicio

Até onde sabemos, as propriedades quimicas, fisicas e toxicologicas ndo foram minucicsamente
Informacao adicional
RTECS. KB5200000

12, INFORMACOES ECOLOGICAS
121 Ecotoxicidade
dades n3o disponiveis
12.2 Persisténcia e degradabilidade
dados ndo disponiveis
12.3 Potencial biocumulativo
dadoes ndo disponiveis
12.4 Mobilidade no solo
dades n3o disponivels
12.5 Resultados da avaliagiio PBT e mPmB
dados ndo disponivels
125 Outros efeitos adversos
dados nao disponfveis
%3. CONSIDERACOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSICAO
131 Matodos de tratamento de residuos
Produto
Propor = entrega de solugdes excedentes & no reciciaveis =2 uma empresa idonea de ratamento de
fesicuos. Entrar em contato com um senvigo profissional credenciado de descarte de fixo para descartar
Pl - 50288 GALATO DE EPILOCATEQUINA Pagrna 5 de &
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esse matenal. Dissolver ou misturar o material com um solvente combustivel e queimar em incineragor
quimico equipado com pés-combustor e purificador de gases.

Embalagens contaminadas
E&minar como produto No utilizado.

14.  INFORMAGOES SOBRE TRANSPORTE
141 Numero ONU
ADRRID: - DOT (US): - IMDG: - IATA: -
14.2 Designago oficial de transporte da ONU
ADR/RID: Mercadorias ndo perigosas
DOT (USY  Mercadorias nio perigosas
IMDG: Mercadorias n3o perigosas
IATA: Mercadorias nZo perigosas
14.3 Classes de perigo para efeitos de fransporte
ADR/RID: - DOT {US}: - IMDG: - IATA: -
14.4 Grupo de embalagem gl
ADR/RID: - DOT (Us): - IMDG: - IATA: -
14.5 Perigos para o ambiente
ADR/RID: n¥o DOT (US): n3o IMDG Poluente marinho: o 1ATA: ngo
146 Precaucdes especials para ¢ utilizador
dadoe ndo disponiveis
15. REGULAMENTAGOES )
15.1 RegulamentacZofiegisiacio especifica para a substancia ou mistura em matéria de satde , Seguranca
¢ ambiente
Esta Ficha de Informagdes de Produtos Qulmicos foi preparada de acorde com a NBR 14725-412009 da
ABNT (Associacio Brasileira de Nomas Técnicas)
6. OUTRAS INFORMAGOES 3

Outras informacses

Direitos exclusives, 2011, da Sigma-Aidrich. Permiss%o concadida para fazer ndmero #imitado de copias
©T papel, somente parz uso infemo.

Acredita-se que as informacgdes acima estejam corretas, embora n3o pretendam ser totaimente
abrangentes, davendo ser usadas Epenas como um guiz. A Slama-Aldrich nio devers ter
responsabilidade legal por quaisquer dancs resultantes do manuseio ou do contato com ¢ produto acima
Consultar o verse ga fatura ou nota Qu& acompanhia o produto para lomar conheciments doe termos
adicionais e condicSes de venda,

ko - 50269 GALATO DE EPILOCATEQUINA Pigm & de 6
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ANEXO F — Aparelho analisador dosagens bioquimicas- AU680  Chemistry Analyzer-
Beckman Coulter (site).

ANEXO F- Aparelho de dosagens bioguimicas-AU680
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.

Compartimentos de reagentes refrigerados

« Consolicachs eelacdo 96 trabaiha real com uté 80 analitos dicromes em pardelo
« Pronto para usar reagentes [iQUdos ASIAVRIS

« Capacidades de comitagio sulorndtics Je gamatas

= Calibeagdo svangads

o Dateciho de Nauidos = cdosfo nimam de tesle nestants

Estacio de lavagem

« Estagio de levegem de ata tacnclogia pare garsntir um dagndstico validas

« Dais detorgentes dferenies pam avitar gualguer CONtAMINAGAD com

o Quatio vazAS lavagem com Sgua Saguida por um passe (8 Sacagem separsda (9 OMer
um deserpenho dptimo fo sslers

Mixer

« Alla precisso eslagic 08 (IS para garanlin excelentes condigies de reaccio
« Padronizago mistum procedmentos em toda S gains ¢ analsadores
« Posicows dileantas co mixer pory & otanas ce reocgdo indviduas

Cuvetes roda

« Cuvetes de ez nio descartdres

« Softwarm impulsicnaio camy sonre SimEegio
Volume da reacgan lotal 10 peguena come 120 W
Amiga do ambiante

Unidade ISE

ISE de dta gualicade pars Na, K e C

= & mesus de vide Gl

« 18 mescs de vida Ofil pam alatrodos de releninca
« 600 testas / hors (se 0 Mo ISE apenas)

Mesma lecniogia om tods & gema de analisadorss

Sonda de amostra

= O volume 130 peguent quanto 1,6 ul Amosta

* Duotectio de codguios 7
« Preven;do Bater e

rms;ﬂwww.bedcvm.mwwuhﬂsrwﬁ.Wm_rfpbﬂvun&_wiMWCM_RB«DEQERLMTwrMMWCM_RENDERR... 24
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» Frequéncs de armostagem de 4.5 segundes

STAT amostra rotor

= Rotor STAT dedicado com 22 pusicbes e leilor de cédigo de barmas integrado
» Capavitades STAT cheio durnta o apermgan e mting

» Ama da parn el

AUSED, AUGED Chemistry Analyzer, AUBS0 Sistema de Quimics - Beckrnan Couller, Inc.

&)

= Roling & dred o2 rabulho de emenpingis

Sondas de reagente

= Tact frequéncia 4.5 segundas
= Rasgenta ca volums 130 peguand guanto 15U

* Dulecedo de liquidos

» Clicula cos restantes testes f frasce

Especificacoes
Sistema analitico
Principio analitico
Tipos do andise
Métodos analiticos

Andlitos simultaneamente
processados

Taxa de transferéncia
Tipos de amostras

Alimentador de Amostra
Tubos Ge amostras

Amostras STAT
Voluma da amostra

Formecimento de reagents

Volume de reagents
Volume total de rescedo
Cuvete de reaccio
Tempo de reacdo

A temperatura de reacgo
Método de Mistura

Sistema de fotometria

e

Sisnvira de guimics ol dO, A& ACESSG aleAtiio cam
capacdade STAT

Espectrofoioernsly s = pokngaumelia

Enopont, ko, punt foo e 152 mdints

< r , G em e, DA géney. ISE
ety

S0 enzaios omiTices + 3 ISE

£00 %esins fotométricos f hora: ate 1200 com SE
O s6ra, Lrina, sangue 00l (FDAIC) outros 1,2 outa

Racka com 10 amos¥as cada um {04305 ¢e baras em O0s pOMInas ©
i peylsinirns) cupacidue dee 150 AMARAR] CRMganans cantinig

Fm luhos primddins @ sacundiros; ddmero entre 11 5 ¢ 16,5 mm; aitura
entw S% o 10Z2mm

Alh 27 posiglies pars scaina STAT, uhos primarios com c5digo de damas
crsmenikas de 125 mi em 0.1 ul (1-25 ul) e repeticies

£ pospieg s R, 43 posigiee pars B2 (ofigemdo 4 412 C)
manipulagdo Se reagenies Jshot

R3:15-250 Ul R2: 15-2350 ul: (senincrsrmntos de 1)

12U-420 mi

Cuvetes co quartzo

At & minutes, 40 segqurcos

ar-c

Com pas rotative apds a distribuicdo de amosys o de meagerie

Ensaio directn atravhs 6o cadinho de reaccde (043,90 CO) mono ¢ medicles
bicromabes possiel

s Wwww. beckmeancoulter.comAwsrportaiiwsrportal. portal 7_nfpb=truad_windowlLaba=UCM_RENDERERS_uriType=render&wipUCM_RENDERER..,
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Comprimento de onda

Calltrache

Controle ée qualidade

Requisicsio de toste

Consctados
Programas
Armazenzmento de dados
Dimensdaes (WX Hx D) mm

Fonie de enorgia

wmmmmm
Mpﬁommwmmmmp
caldaciio de 2 powios)

Auto QT, ameiecida posigies QF

W&M“MWeﬂummwmw

taia snnsfvel 80 loque

Provenso & dotecyin e colisio Clotp & reagenid
Upi- 1 irocional pozsived -

O Windows P8 ——tm

Armosim 100,000 iras oo de Dados 200.000 leshs

ANL 7950 x 1250 x 1000

200V 208 V=220 V: 230 V: 240 Vi 50 HZ 60 Mz/3Z KVA

Az especiSzuzie » Sl €430 sujeios 2 ol 56a Sam TUDo prév

WMWW_WWM_WW RENDERER... 4&
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ANEXO G — Exames bioquimicos dos animais realizados no Hospital das Clinicas da UFPE.
Unidade de Laboratorio-UFPE-ULAB/HC.

ANEXS G- Tabela de exames bioquimicos dos ratos de estudo

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS
JIOSPITALARES

IDENTIFICACAC | DATA
DO ANIMAL | GLU URE CREA AU TGO/AST | TGP/ALT
| G1CT ~ 10/13/2015 178 35.1 0.4 15 1004 545
GiC2 | 10/11/2015 125 391 0.3 11 177.1 408
G2c1 10/11/2015 199 315 0.2 1 148.7 52.6
G2C2 10/11/2015 185 35.4 0.3 3 1362 As_oj
G3C1 10/11/2015 171 34.9 02 14 1712 - 62.7
G3C2 10/11/2015 189 33.1 02 22 1683 56.3
|G4CT 10/11/2015 i39 24.8 0.2 16 1613 41
G4C2 10/11/2015 196 32.1 03 21 278.7 55.3
IDENTIFICACAO | DATA
DO ANIMAL GLU URE CREA AU TGOJAST | TGP/ALT
G5C1 10/11/2015 158 345 0z 11 155.3 435
G5C2 10/11/2015 154 45.1 03 18 141.7 423
G6C1 10/11/2015 185 38.2 0.2 15 113.8 51.7
G7C1 10/11/2015 124 30 0.2 15 154.8 43.5
|G7c2  110/11/2015 143 32.8 03 12 158 40.9
’ G8C1 10/11/2015 i3 387 0.2 14 95.5 418
I G8C2 10/11/2015 226 454 0.2 22 67! - 40

UNIDADE DE LABORATORIO — ULAB/HC




Hospiay &z

ures

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS

HOSPITALARES

UNIDADE DE LABORATORIO — ULAB/HC

ULAS-HC.

R
1

IDENTIFICACAD | ) : coL
DO ANIMAL GGT{-) | FA/ALP TR COLT COLHDL | COLLDL VLDL
G1C1 10/11/2015 16 249.8 46.3 4 32.2 0 9
Gicz 10/11/2015 13 191 37.4 38.7 293 2 £
G2C1 10/13/2015 2 170.2 64.6 52.7 44.8 5 13
[G2c2 10/11/2015 18 181.4 47.5 50.8 37 qf 38
G3C1 | 10/31/2015 2.3 258.5 23.5 56.9 385 14 5
G3C2 10/11/2015 1 126.3 2.1 91 47.8 37 5
Gac1 | 20/211/2015 15 139 29.9 68.9 34 29 61
Gac2 10/11/2015 2 127.9 16.9 58.9 363 18 3
IDENTIFICACRO | o) coL
DO ANIMAL GET FAJALP TR COLT COLHDL | COLLDL VDL
G5C3 10/11/2015 1.8 154.9 311 55.6 36.5 17 5/
o = D 10/11/2015 2.6 1265 35.3 535 39.5 ek 74
G6C 10/11/2015 3 2243 31 54.9 373 b 6
[G7C1 10/11/2035 2.6 193.8 27.5 58.3 33.5 13 &
G7C2 10/11/2015 0.3 223.8 485 70.5 26.3 34 10
1G8C1 10/11/2015 21 122.8 279 70.5 435 21 G
GBC2 10/11/2015 1.8 106.2 35 74.3 382 201 7}
Dra Maria Leonita G Siea

Fomaciums

HC-UFPE Av. Prof. Moracs Rego, 5/n - Cidade Universitins - Recife/PE

CEP: 50670-420 - Tek: (81) 2126.3667
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE rRSERH
FILIAL DAEMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS oo a0 B

HOSPITALARES

UNIDADE DE LABORATORIO — ULAB/HC

IDENTIFICACAO DATA
X DO ANIMAL an URE CREA AU | TGO/AST | TGP/ALT
G5C1 19/11/2015 161 32.7 0.3 19 1552 44.8
Gac2 15/11/2015 151 281 03 14 29 463]
G10C1 15/11/2015| 134 32.8 03 13 148.8 45
G10C2 19/11/2015 223 31 0.3 16 1773 42.5
G11C1 19/131/2015 190 393 02 07 165.9 38
| G12C1 19/11/2015 197 | 426 0.5 2.2 1234 553
G12¢2 19/11/2015 142 333 0.4 1 3513 41.8
| IDENTIFICACAO DO S

ANIMAL GLU URE CREA AU TGO/AST | TGP/ALT
e 19/11/2015! 160 231 03 2 210.2 309
G13C2 18/11/2015 BB} = B 0.3 13 266.5 622

Ors Maria Leoriga g 3,
CRF
OB i

HC-UFPE Av. Prof. Moracs Rego, s/n - Cidade Universitiria - Recife/PE
CEP: 50670420 - Tel: (81) 2126.3667
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g HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE EBSER
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS e ALY
NN HOSPITALARES
usre
UNIDADE DE LABORATORIO ~ ULAB/HC
IDENTIFICACAQ F
DATA

DO ANIMAL GGT FA/ALP TRI COLT | coLHpt | coLior | coLvipt
GSC1 19/11/2015 1.3 3493 411 65.5 39.2 18 8
G9C2 19/11/2015 1.4 1347 39.7 37.3 16.1 13 8
G10C1 19/11/2015 0.8 117.4 35 39.8 295 3 s
G10C2 19/11/2015 2.6 76.7 545 63.6 35.6 17 11
G11C1 19/11/2015 17 178.2 38 57.7 402 10 8
G12C1 19/11/2015 05 117 34.8 421 253 10 7
G12C2 19/11/2015 23 105.2 301 46.8 265 "14 6
IDENTIFICACAC BRTA =0
DO ANIMAL GGT FA/ALP TR COLT | COLHDL | COLLDL | COL ViDL
G13c1 | 19/11/2015 21 165.8 817 475 287/ 2 16
G13C2 19/11/2015 0.4 1255 103.7 60.2 38.9 1 21

HC-UFPE Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitéria - Recife/PE
CEP: 50670-420 - Tel: (81) 2126.3667
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS
o . HOSPITALARES
UFPE
UNIDADE DE LABORATORIO - ULAB/HC

IDENTIFICACAD |~ _ - 3

DO ANIMAL 6L URE CREA AU | TGO/AST | TGP/ALT
G14C1 27/11/2015| 175 35.1 0.4 15| 1604 40
G142 27/11/2015| 200 275 03 12| 1348] 234
GisC1 27/11/2015 142 314 0.3 15 1711 53
G15C2 27/11/2015 174 23.6 0.3 16 141.8 45
G16C1 27/11/2015 140 37.4 0.3 12|  2654] 404
616C2 27/11/2015 136 381 03 1s| 1923] 473
G17C1 |272372035 135 249 03 09| 1204] 522
617C2 27/11/2015 129 512 0.2 07| 2135 ass)
G18c1’ 27/11/2015 130 423 03 08! 1255| 469
G18C2 27/11/2015| 186 4439 02 0.8 868|  aos
G19C1 27/11/2015 142 484 03 12[ 1112]  a0s
G192 27/11/2015 135 46.7 02 09| 1699] s65
G20C1 27/11/2015 214 423 0.2 1 95 45.9
62002 27/131/2015 251 4238 03 0.8] 1438| 702
EXTIC1 27/11/2015 125 30.4 03 12|  1024] 295
EXTIC2 27/11/2015 170 25.8 03 1 923] 336

Drs Maria Lsonkia G Siva
Famachucs
CRF
ULAB - HC -

HC-UFPE Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitiria - Recife/PE
CEP: 50670-420 - Tel: (81) 2126.3667



HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS
HOSPIT, :

UNIDADE DE LABORATORIO — ULAB/HC

IDENTIFICACAD [ — | co ]

DO ANIMAL GGT | FA/ALP | TRI COLT | COLHDL [coLibL| viDL !
| G1ac1 27/11/2015 07] 1207 483 74.8 513 14 10
G142 27/11/2015 08 1252 706 395 281 03 14
G15c1 27/11/2015 04| 1m98] 1158 53.8 324 2 =]
G152 27/11/2015 02! 2159 55.5 465 326 3 11
| G16C1 27/11/2015 of 187 1073 87.9 543 12 21
G162 27/11/2015 26! 2247 63.9 59.9 29 18]. 13
| Ga7ca 27/11/2015 0.8 147 33.6 575 4.1 7 » 7
G172 277112015 08| 1665 343 514 404 4 7
G18c1 27/11/2015 05/ 1738 475 63.8 46.7 0.8 10,
| G1scz 27/11/2015 02| 1798 337 47.2 354 5 7
G1sc1 27/11/2015 o] 1402 329 51 40 4 7
| G19C2 27/11/2015 0.8 2312| 277 44.1 29.2 9 6
G20C1 27/11/2015 04] 1288 382 67 496 10 g
G20C2 27/11/2015 11 2862 44,3 451 325 4 9
| ExT1C1 27/11/2015 05 %6.6| 35 55 45| 8 7
EXT1C2 27/11/2015 08| 1155 23.1 518 40 3 5|

Dis MariaLeonida G Seve

HC-UFPE Av. Prof. Moracs Rego, s/ - Cidade Universitiria - Recife/PE
CEP: 50670-420 - Tcl: (81) 21263667
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ANEXO H — Tabela. Pardmetros bioquimicos de ratos Wistar de ambos 0s géneros.
Valores expressos em média e desvio padrdo por faixa de valores.
Aracaju/SE. (LIMA et al.,2014).

ANEXO H- Tabela de pardmetros bioquimicos de ratos Wistar

C M. Lima et al.. Scientia Plena 10, 034601 (2014)

Tubela 1. Pardmetros bioquimicos de ratos Wistar de ambos 03 géneros. Valores expressos em média = 5.D. ¢
por faixa de velores (minimo € méximo). n) — mimero de animais.

T, : Qi+ SD. (2 Faixa
(Unid) Média = S.D. (n) Faixa Mdl;m (m) s
RA ! ALP (U/L} 91,63 = 28,70 (29) 56—153 75,95 = 19,07 (22) 51-116
TGP/ ALT (UL} 57.55% 11,95 (33) 35-82 43547923 (36) 32-63
TGO / AST (/1) 131,33 24398 (33) 61-210 107.87 £ 53,96 (30) 51-211
Colesterol (mg/dL) 60,68+ 6,51 (22) 4576 64,86 11,17 (22) 5496
Proteina Toial (g/dL) 57508737 40-69 607 0,83 (35) s,o-:r.:
Albumina {g/dL) 2,65=030(38) 2,0-35 2,41 = 0,76 (36) 13-38
Globulina (g/dL) 3,50%1,15(38) 210540 3,69 % 147 (36) 2,1-59
Creatinina (mg/dL) 0.58%0,24 (38) 024—120 0,57 0,19 (36) 028-1,10
Uréia (mg/dL) 39,97 £ 6,78 (38) 26-58% 30,17 = 6,43 (36) 2449
Acido Urico (mg/dL) 1,81 =0,67 (18) 10-32 1,82 =059 (36} 12-34
Triglicerideo (mg/dL) 46,87 = 18,73 (30) 22100 5421%355(29) 23-138
Sédie (mmol/L) 134,03 4,67 (29) 125143 134,57 =3,78 (30) 125 - 141
Potissio (mmol/L) 5.41=1,15(24) 39-79 4,79%1,95 (21) 3.6-67
Glicose (mg/dL) 138,72 30,17 {29) 72-193 114,57 +36,15 (30) $3-172
BILT (mg/dL) 0,08+ 0,04 (37) 0,02—10,18 0,24 = 03 (26) 0.10-0.89
BILD (mg/dL} 0,03=0,02 (37) 0,01~ 0,10 0,02+ 0,01 (21} 0,01 -004
BILI (mg/dL) 0,06 £ 0,05 (3T) 0,00—030 0,00+0,10(21) 0,01 -0,01
Célcio 8,19=1.63(16) 48-938 856+1,13(14) 67-110
GGT 3472 1,74 (19) 1-6 329=09(21) 2-5
Cloro 10275=175(®) 101 - 106 105,11 1,62 (09) 103 — 108

+Anatisadar bioguimico ARCHITECT C3000 (ABBOTT)
Tabela 2. Correlagdo mdx}"ammﬂmdcpz&mmbioqdumdcm Wistar macho. (i) —nimero
Ermais.

Pardmetros (Unid. Ref. 1 (n Ref. 2* Ref. 3 (n) Ref 4 (n) UNIT (m)
FA / ALP(UIL) 123 26,1 (19) 133,9—- 1753 62 —230(163) 79—196(1:1) sg—lsé (23)
TGP / ALT (U/L) 51123 (42) 114,0-290.8 74143 (164) 36—58(23) ;8;:;0 (333)
TGO /AST (U/L) 81+ 11.7(38) 129,0— 148.1 18- 45 (164) 81—180(23) 61— (1 )
Colesterol (mg/dL) $7+18,1 (31) 9891101 37 -85 (165) 55—-79(11) 45-76(22)
Proteinz Total {g/dL) — 55-104 5271 (164) 54-66(24) 4,0-6,9 (37}
Albumina (g/dL} e 28-61 3.4-4,8(164) 27-32(24) 2.0--3,5(38)
Globuiina (g/dl) — 2,6-43 15-2.5(144) 27-35(249) 2,10~ 5,40 {38)
Creatinina (mg/dL) 0,5+ 0,07 (42) 03-06 02-0,5(163) 0,44 - 0,64 (24) 0,24 1,20 38)
Uréia (mg/dL) 48276(35) 410~446 123 24,6 (164) gg —;’20 (2(2?) : gg- iszo (3f1)8)
mwiﬂ?&dﬂ) 82424,7(38) 110-1748 20~ 114 (163) 42— 160 (24) 22 - 100 (30)
Sédio (mamol/L) — — 142~ 151 (165) 135-144 (29) 125~ 143 (29}
Potéssio (mmol/L - —_— 3,8~-5,5(165) 42-64(23) 39798 {24?
Glicose (mg/dL) 108+ 17,4 (64) 150-207,5 70— 208 (16S) 79 — 144 (24) 72193 (29)
BIL T (mg/dL) —_— 03-0,7 0,01 —0,12 (165} 0.07-0,08 (24} 0,02-0,18 (33)
BIL D (mg/dL) —_— 02-19 0,03 — 0,05 (109) 0,01 - 0,03 {24) 0,01 -o,io 37
BiL I (mg/dL) . —_ 0.9-23 0,05—0,15 (139) 0,01 —0,01 (24} 0,00—-036 (37)
Calcio = 273-571 95-11,5 —_— Af—g,?'g)s)
gcr — 73,62 — 10000 100 — 106 —— 101 — 106 (1%)

e 1+ Datrns o 2 (2006) {131
ReF 2: Cestro da Bioteriersa da FMUSP (2006) 1151
Reed 3: Labeeuticin Chasies River (2008} [162.

Rer4: Melo et 2 (20123 18]

—— Vilutes 030
I gmene)
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realizados.
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